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Resumen/Abstract
 
La presente Tesis Doctoral estudia la acumulación y producción de compuestos bioactivos con interés 
biotecnológico en macroalgas cultivables o que potencialmente puedan ser cultivadas en condiciones 
de alto nitrógeno inorgánico (amonio; N-NH4+), simulando las condiciones de ef luentes de 
piscifactorías. Además, las macroalgas fueron cultivadas bajo radiación solar o artificial (radiación 
activa fotosintética (PAR, =400-700nm), complementada con radiación ultravioleta (UVR, =280-
400 nm), con el fin de valorar la fotoestimulación de compuestos bioactivos y la productividad de la 
biomasa en el contexto del concepto de la Biorrefinería.  
En el Capítulo 1, se realizó un estudio de ficoprospección, con la finalidad de seleccionar las 
especies cultivables o con potencialidad de ser cultivadas de manera intensiva en sistemas de 
Acuicultura Multitrófica Integrada (IMTA), para ser empleadas en la extracción de compuestos 
bioactivos con aplicaciones nutracosméticas o cosmecéuticas. Para ello, se recolectaron diferentes 
macroalgas en distintas zonas del Sur de España que presentan alta irradiancia solar (Gran Canaria, 
Málaga y Cádiz). Las especies seleccionadas fueron las macroalgas rojas Gelidium corneum (Hudson) 
J.V. Lamouroux, Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis, Porphyra umbilicalis Kützing, Halopithys 
incurva (Hudson) Batters, Gracilariopsis longissima (S.G.Gmelin) M.Steentoft, L.M.Irvine & 
W.F.Farnham e Hydropuntia cornea (J.Agardh) M.J.Wynne y la macroalga verde Ulva rotundata
Bliding. Como control positivo de compuestos bioactivos, aunque no sea una especie cultivable, se 
empleó el liquen marino Lichina pygmaea. Se prepararon extractos algales con diferentes solventes 
acuosos e hidroalcohólicos que potencialmente pueden contener compuestos bioactivos de interés 
biotecnológico. Entre los solventes, el mayor rendimiento de extracción se observó en el solvente 
acuoso (H2O) y metanólico (MeOH 20%). La mayor actividad antioxidante, expresada en equivalentes 
de Trolox, se encontró en los extractos de las macroalgas rojas, H. cornea seguido de los extractos de 
G. longissima, H. incurva, P. umbilicalis y G. pusillum, mientras que la actividad más baja se detectó 
en los de la macroalga verde U. rotundata. La actividad antioxidante se correlacionó con la 
concentración de compuestos bioactivos, sin descartar la acción sinérgica entre los compuestos. Se 
propone preferentemente el uso del método ABTS con respecto al DPPH o BBM, ya que el ABTS 
valora la capacidad antioxidante tanto de compuestos hidro- como liposolubles.  
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En el Capítulo 2, tres de las especies de algas rojas estudiadas en el Capítulo 1 con mayor 
capacidad antioxidante, H. cornea, G. longissima y H. incurva, fueron cultivadas durante 14 días en el 
laboratorio en agua de mar enriquecida con alto contenido de nutrientes (NH4+ y PO43-, 150 y 15 μM, 
respectivamente) y con dos niveles de radiación: PAR y PAB (PAR + UVB + UVA). Se estudiaron los 
efectos del tipo de radiación bajo alta disponibilidad de N-NH4+ sobre el crecimiento, pigmentos 
fotosintéticos (clorofila a, carotenoides y ficobiliproteínas), actividad fotosintética y composición 
bioquímica. La tasa de transporte electrónico máximo (ETRmax) aumentó a lo largo del tiempo y los 
valores fueron más altos en PAR que en PAB en H. incurva y en H. cornea, mientras que en G. 
longissima ocurrió lo contrario. La eficiencia fotosintética (αETR) disminuyó con el tiempo en las dos 
primeras especies, pero en G. longissima aumentó, mientras que la irradiancia de saturación (EkETR) y 
el amortiguamiento no fotoquímico máximo (NPQmax) aumentaron, lo que indica una aclimatación 
fotosintética como la de algas “tipo sol”. En las tres especies, el contenido en N interno y los pigmentos 
fotosintéticos aumentaron en PAB tras 14 días de cultivo. Se identificaron en todas las especies cinco 
MAAs mediante Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y Espectrometría de masas por 
ionización mediante electrospray (ESI-MS): Palythinol, Shinorine, Porphyra-334, Palythine y 
Asterina-330. El contenido total de MAAs y la actividad antioxidante aumentaron a lo largo del tiempo 
en las tres especies, siendo más alto en presencia de UVR. Por lo tanto, se concluye que las tres especies 
presentaron un mecanismo eficaz de fotoprotección basado en la acumulación de compuestos 
fotoprotectores con actividad antioxidante, así como en una alta disipación de la energía de excitación 
(mayor NPQmax). 
En el Capítulo 3 se discuten las implicaciones biotecnológicas de los cambios metabólicos 
relacionados con la disponibilidad de la radiación y los nutrientes en Gracilariopsis longissima en un 
experimento bifactorial en el laboratorio durante 14 días. Además de las variables fisiológicas y 
bioquímicas, en este estudio, se analizó la morfología y la ultraestructura a nivel celular mediante 
microscopía óptica (ML) y de transmisión (TEM). Se observaron tres alteraciones morfológicas 
principales relacionadas con mecanismos de defensa contra la UVR: un incremento en el espesor de la 
pared celular, una mayor acumulación de gránulos de almidón y una multiplicación del número de 
capas de células corticales. Por lo tanto, G. longissima mostró una alta aclimatación a UVR y a los 
nutrientes, sin mostrar disminución en la tasa fotosintética a la vez que aumentó la acumulación de 
compuestos nitrogenados con rol fotoprotector y con capacidad antioxidante (MAAs). Por otra parte, 
el almidón, los lípidos y los compuestos fenólicos aumentaron principalmente en presencia de UVR, 
pero a baja disponibilidad de nutrientes.
En el Capítulo 4, se realizó un experimento a mayor escala en las instalaciones acuícolas del 
Banco Español de Algas (BEA) en el municipio de Telde (Gran Canaria) con Hydropuntia cornea en 
tanques de 90 L y a una densidad algal de 9 g PF L-1. Se es tudiaron los efectos interactivos de la 
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radiación y la disponibilidad de nutrientes con un diseño experimental bifactorial: PAR (cultivo dentro 
de un invernadero) versus PAB (cultivo fuera del invernadero) y emulando condiciones de efluentes 
de piscifactoría (altos niveles de NH4+ y PO43-) versus baja disponibilidad de nitrógeno (control). Se 
concluye que la especie H. cornea es una excelente candidata para el cultivo en condiciones de alto 
nitrógeno (aguas ricas en N-NH4+ hasta 150 µmol NH4+) en circuito abierto con una capacidad de 
biofiltración del 98% (NUE) y una tasa de incorporación de N de hasta 75 mmol NH4+ m-2 h-1. Además, 
H. cornea presentó una alta acumulación de compuestos bioactivos de interés tanto nitrogenados 
(aminoácidos tipo micosporina y proteínas), como carbonados: ácidos grasos poliinsaturados (Omega-
3 y Omega-6) y compuestos fenólicos, variando la acumulación en función de las condiciones de 
cultivo. Por ejemplo, se consiguió una productividad de MAAs de 237 mg MAAs m-2 d-1 en el  
tratamiento con alto N-NH4+ en presencia de UVR (fuera del invernadero), siendo hasta el momento el 
mayor de los valores reportados en la bibliografía. El contenido de ácidos grasos monoinsaturados 
(MUFAs) y de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs), aumentaron un 77 y 93%, respectivamente en 
todos los tratamientos de promedio respecto a los contenidos iniciales, reduciéndose así el contenido 
en ácidos grasos saturados (AGS) en un 55%. Dentro del contenido en PUFAS al final del experimento 
(35 días), el 72.65% del total correspondió a ácidos grasos del grupo Omega-6,  25.52% del grupo 
Omega-9 y 1.82% del grupo Omega-3. Esto correspondió, respecto a los valores de la biomasa a los 7 
días de cultivo,  a una reducción del 87% en Omega-3 y un 19% en Omega-9. En ese tiempo (7 días), 
la proporción Omega-6/Omega-3 de la biomasa algal fue 3.2-3.4 en algas crecidas dentro del 
invernadero (sin UVR) mientras que fuera del invernadero (con UVR) fue 1.4-7.3. Los valores 
recomendados de la proporción Omega-6/Omega-3 en una dieta sana en  grasas es de 1-2. Así pues,
bajo ciertas condiciones de cultivo, la biomasa de H. cornea adquiere buenas características para su 
uso posterior como alimento funcional, aunque el contenido en lípidos totales no sea tan alto como el 
de microalgas. Por todo ello, se concluye que las estrategias fotobiológicas junto con la biofiltración 
de N-NH4+ (como simulación de efluentes de peces) y la acumulación selectiva de compuestos 
bioactivos, muestra que el cultivo de H. cornea en tanques, constituye un excelente sistema donde 
puede ser aplicado el concepto de biorrefinería en el contexto de la Economía azul, esto es, una 
aproximación a la biotecnología y la prestación de servicios ambientales debido a la depuración de 
aguas con alto nivel de N-NH4+. Por lo tanto, el cultivo masivo de esta especie supone un reto técnico 
y comercial para el desarrollo de una producción de biomasa rentable a lo largo del tiempo, dedicada 
a la producción de compuestos de alto valor añadido (nutracéuticos y cosmecéuticos) y otros productos 
como bioestimulantes para la agricultura o piensos para alimentación. Todo esto sumado, a l os 
servicios ambientales que presta esta especie en la depuración de aguas.  
En el Capítulo 5 se estudió la citotoxicidad y la capacidad inmunológica de extractos acuosos 
concentrados por rotavaporación de dos de las algas que presentaron la mejor bioactividad en los 
extractos en esta Tesis Doctoral, H. cornea (Capítulos 1, 2 y 4) y G. longissima (Capítulos 1, 2 y 3). 
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Este estudio fue diseñado para evaluar el uso potencial de los extractos en cosmecéutica y sobre la 
bioseguridad de los extractos. La citotoxicidad de los extractos fue evaluada mediante el ensayo MTT,
el cual se basa en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en tres líneas celulares. Ambos 
extractos no mostraron actividad citotóxica en células humanas (HaCaT y HGF), aunque sí mostraron 
citotoxicidad en células murinas tumorales del sistema inmune (macrófagos RAW 264.7), por lo que 
su uso en productos cosméticos en relación con la salud y seguridad, queda en gran parte garantizado. 
Por otro lado, se estudió la actividad inmunológica en macrófagos murinos RAW 264.7 a una 
concentración menor de 100 µg mL-1 y más baja que el EC50, mediante la producción de compuestos 
pro-inflamatorios a través de un ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas como el factor de 
necrosis tumoral-α (TNF-α) o anti-inflamatorios/proinflamatorios como la interleucina-6 (IL-6). Los 
extractos de H. cornea y G. longissima indujeron de forma exponencial la biosíntesis de ambos, de 
manera que por primera vez estos resultados indican que los extractos de H. cornea y G. longissima 
inducen activamente la producción de citoquinas.  
Por último, en el Capítulo 6, se diseñó un producto cosmético con actividad antioxidante y 
capacidad fotoprotectora empleando extractos acuosos de H. cornea a partir de la biomasa producida 
en el Banco Español de algas (Capítulo 4) y otros ingredientes usados en cosmética. Es sabido que la 
exposición excesiva a la UVR puede producir efectos negativos en gran parte mediados por las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) generadas en las vías oxidativas. Una de las formas de reducir el riesgo de 
la UVR en humanos es el uso de cremas fotoprotectoras con capacidad antioxidante. En capítulos 
previos (Capítulos 1, 2 y 4), se mostró la alta capacidad antioxidante de los extractos de H. cornea. Y 
en este capítulo se determinó la capacidad fotoprotectora mediante el método Colipa (2011) empleando 
un simulador solar para cuantificar los siguientes parámetros fotoprotectores: Factor de Protección 
Solar relacionado con el eritema (FPS) que se trata de una respuesta mediada principalmente por 
radiación UVB; Factor de Protección de UVA, relacionado con el bronceado persistente expresado 
como UVAFPS; y el Factor de Protección frente a efectos biológicos sobre piel, ojos y efectos 
moleculares en los intervalos espectrales de UVB (FAPEBUVB) y UVA (FAPEBUVA). Se emplearon 
diferentes combinaciones de filtros físicos o inorgánicos (TiO2 y ZnO), filtros químicos u orgánicos 
(Tinosorb M y S) y filtros biológicos como extractos de Hydropuntia cornea o de Ginko biloba, aceite 
de Pongamia pinnata (Karanja) y Vitamina C y E. El extracto concentrado de H. cornea mostró un 
efecto sinérgico con el extracto de G. biloba y con el aceite de Karanja rindiendo un FPS de 15, una 
longitud de onda crítica de 386 nm y un UVAFPS de 4.3; lo que se corresponde al de un fotoprotector 
ideal (valores mínimos recomendados) frente a UVR. En este capítulo, se discute cómo la aplicación 
de extractos algales en combinación con otros ingredientes naturales, puede ayudar al diseño de una 
nueva generación de fotoprotectores contra los efectos negativos de la UVR, además de las enormes 
ventajas relacionadas con su alta fotoestabilidad y termoestabilidad y por no presentar toxicidad ni para 
la salud humana ni para el medio ambiente al tratarse de un producto fabricado con componentes 
naturales y por lo tanto biodegradables.  
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Abstract
This Doctoral Thesis analyzed the accumulation and production of bioactive compounds in reported 
cultivable or potentially cultivable macroalgae under high inorganic nitrogen supply (ammonium, N-
NH4+), simulating the conditions of fishpond effluents. In addition, macroalgae were cultured under 
solar radiation or artificial photosynthetic active radiation (PAR; =400-700 nm) supplemented by UV 
radiation (UVR; =280-400 nm), in order to evaluate the photoaccumulation of high-valuable 
biocompounds and biomass productivity in the context of biorefinery concept.  
In Chapter 1, a screening study was conducted in order to select cultivable species or high 
potentially cultivable strains in Integrated Multitrophic aquaculture (IMTA) systems to be used for the 
extraction of bioactive compounds with nutricosmetic or cosmeceutical applications. Several 
macroalgae were collected in different sites of Southern Spain with high integrated daily irradiances 
(Gran Canaria, Málaga and Cádiz). The selected species were the red macroalgae, Gelidium corneum
(Hudson) J.V. Lamouroux, Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis, Porphyra umbilicalis Kützing, 
Halopithys incurva (Hudson) Batters, Gracilariopsis longissima (S.G.Gmelin) M.Steentoft, 
L.M.Irvine & W.F.Farnham, Hydropuntia cornea (J.Agardh) M.J.Wynne and the green macroalgae 
Ulva rotundata Bliding. In addition, as positive control related to bioactive compounds but no with 
culture potentiality, the lichen Lichina pygmaea, was included. Different extracts in water and 
hidroalcoholic solvents were conducted in order to obtain bioactive compounds with biotechnological 
interest. Among solvent extractors, the highest yield of extraction was observed using water (H2O) and 
water:methanol (MeOH 20%) solvents. The highest antioxidant capacity, expressed as Trolox 
equivalent, was found in the extracts of red macroalga H. cornea, followed by the extracts of G. 
longissima, H. incurva, P. umbilicalis and G. pusillum, whereas the lowest activity was detected in the 
green macroalga U. rotundata. The antioxidant activity was correlated with the quantity of bioactive 
compounds, without discarding possible synergetic action among the different compounds. The use of 
ABTS method was considered better compared to DPPH and BMM methods, because this method 
evaluates the antioxidant capacity of both hydro- and liposoluble compounds.
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In Chapter 2, three of the studied species in Chapter 1 (H. cornea, G. longissima and H. 
incurva) were selected due to their higher antioxidant levels and due they are cultivable under high N 
supply. They were culture in laboratory for 14 d under N–enriched conditions (NH4+ y PO43-, 150 and 
15 μM, respectively) and the effect of two different light treatments: PAR and PAB (PAR + UVB + 
UVA) was studied on growth, photosynthetic pigment (chlorophyll a, carotenoids and 
phycobiliproteins), photosynthetic activity and biochemical composition. The maximal electron 
transport rate (ETRmax) increased throughout the experimental time being the values in PAB higher 
than that in PAR in H. incurva and in H. cornea, whereas in G. longissima the result was the reverse. 
Photosynthetic efficiency (αETR) decreased throughout the time in the first two above cited species, 
whereas in G. longissima increased. The saturated irradiance (EkETR) and maximal non-photochemical 
quenching (NPQmax) increased in PAB through the time, indicating a photosynthetic acclimation 
according to a sun-type alga. In the three species, the content of internal N and photosynthetic pigments 
increased under PAB after 14 d cul ture. Five MAAs were identified by High performance liquid 
chromatography (HPLC) and Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS): Palythinol, 
Shinorine, Porphyra-334, Palythine and Asterina-330, in the three species.  The content of total MAAs 
and antioxidant activity increased throughout the time, being the highest content in the presence of 
UVR. Therefore, we concluded that all species showed an efficient photoprotection mechanism against 
UVR based on the accumulation of UVR-photoprotectors, high antioxidant capacity and high energy 
dissipation (higher NPQmax).   
In the Chapter 3, the biotechnological implications of metabolic changes due to radiation 
(PAR and UVR) and nutrient availability were analyzed in a bifactorial design experiment conducted 
in the laboratory in Gracilariopsis longissima for 14 day s.  In addition to physiological and 
biochemical variables, in this study, morphology and cell ultrastructure were analyzed by using optical 
(ML) and transmission electron microscopy (TEM). Three main morphological and ultrastructure 
alterations as defense against UVR were observed: an increase of the cell wall thickness, a hi gh 
accumulation of starch grains and the increase of cortical cell numbers. Therefore, G. longissima
showed a high acclimation to UVR under high nutrient supply without decreasing photosynthetic 
activity, related to the accumulation of N compounds with UV photoprotection capacity and high 
antioxidant capacity (MAAs). On the other hand, starch, lipids and phenolic compounds increased also 
under UVR, but under low nutrient supply.
In the Chapter 4 a scale-up experiment was conducted in Hydropuntia cornea grown for 35 d i n 
experimental tanks of 90 L volume and algal density of 9 g PF L-1. The experiment was conducted in 
the outdoor culture aquaculture facilities of Spanish Bank of algae (Telde, Gran Canaria). Interactive 
effects of solar radiation, i.e., PAR (indoor or greenhouse) and PAB (outdoor) and nutrients, i.e., high 
availability of NH4+ and PO43- simulating fishpond effluents versus low nutrient levels (control) were 
studied. Data showed that H. cornea was an excellent alga for culture in seawater with high nutrient 
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levels (150 µmol NH4+) showing NUE of 98% (NUE) and NUR up 75 mmol NH4+ m-2 h-1. Additionally, 
H. cornea showed a high accumulation of bioactive N compounds: MAAs and proteins, but also, C-
compounds: poly-unsaturated fatty acids (Omega-3 and Omega-6) and phenolic compounds, changing 
accumulation in function of culture conditions. For example, we found MAA productivity of 237 mg 
MAAs m-2 d-1 under high NH4+ and solar radiation, being the highest MAA productivity reported until 
now in the bibliography for cultivated macroalgae. The content of monounsaturated fatty acids 
(MUFAs) and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) increased about 80-90% during the culture period. 
And the ratio Omega-6/Omega-3 of the algal biomass was among 1.4-7.3. Therefore, we conclude that 
the photobiological strategies together to the biofiltration of ammonium (as simulation of fishpond 
effluents) and the selective accumulation of biocompounds shown that H. cornea tank cultures as an 
excellent system to apply the biorefinery concept in the frame of Blue Economy, i.e., biotechnology 
approach and the provision of environmental services due to the depuration of waters with high 
ammonium levels. The mass cultivation of this species is a technical and commercial challenge to be 
used as source of nutraceutics and cosmeceutics in the first extraction and biostimulants for agriculture 
or animal feed with the rest of biomass, and  on the other hand,  for environmental application as the 
depuration of effluents with different origins. 
The cytotoxicity and immunological capacities of the water extracts concentrated by rotary 
evaporation were studied in Chapter 5 using the two extracts with higher bioactivity as were H. cornea
(Chapter 1, 2 and 4) and G. longissima (Chapters 1, 2 and 3). This study was conducted to evaluate the 
potential use of these extracts as cosmeceutics and related to the cosmetic biosecurity. The toxicity was 
evaluated by MTT assay in three cellular lines. Both extracts did not show any cytotoxicity activity 
against human cells (HaCaT and HGF), however the extracts were toxic against murine macrophages 
(RAW 264.7). Thus, the extracts can be used in cosmetic with safety for health. On the other hand, the 
immunology capacity of the water extracts was conducted in murine macrophages  (RAW 264.7) at 
concentration lower than 100 µg mL-1 and lower than EC50 for toxicity by the production pro-
inflammatory compounds in an enzyme-linked immunoabsorption assay (ELISA) as α-tumor necrosis 
factor (TNF-α) or anti-inflammatory/pro-inflammatory compounds as the interleukin-6 (IL-6). The 
water extracts of H. cornea and G. longissima stimulated exponentially the biosynthesis of both TNF-
α and IL-6. These results show for the first time that water extracts of H. cornea and G. longissima
induce the production of cytokines of the immunological system.
Finally in Chapter 6, a cosmetic product with antioxidant and photoprotection capacities was 
designed by using water extracts of H. cornea from the biomass produced in the Spanish Bank of algae 
(Chapter 4) and other ingredients used in natural cosmetic. The excessive exposure to UVR can induce 
negative effects the most of them mediated by radical oxygen substances (ROS) generated in the 
oxidative pathways. UV photoprotectors with antioxidant capacity in cosmetic products can reduce the 
risks of UVR in humans. In previous chapters, high antioxidant capacity of H. cornea water extracts 
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was already shown (Chapter 1, 2 and 4). In this chapter, photoprotection capacity was evaluated by 
using Colipa (2011) assay with a solar simulator:  Solar Protection Factor (SPF) related to the erythema, 
mainly an UVB response; Solar protection factor of UVA related persistent pigment darkening 
expressed as UVASPF; and on the other hand, the photoprotection factor for other biological effects on 
skin, eyes and molecular reactions in the UVB (FAPEBUVB) and UVA (FAPEBUVA). Different 
combinations of physic or inorganic filters (TiO2 y ZnO), chemical or organic filters of broad band 
absorption (Tinosorb M y S) and extracts of H. cornea or Ginko biloba, Pongamia pinnata (Karanja) 
oil and Vitamin C and E were used in the analysed cosmetic product. The concentrated extract of H. 
cornea showed a synergic action together to G. biloba extract and Karanja oil, reaching a SPF of 15, 
critical lambda of 386 nm and UVASPF of 4.3, corresponding to an ideal UVR photoprotector. In this 
chapter, it is discussed that the application of the algal extracts in combination with other natural 
ingredients can help in the desing of a new generation photoprotector filters against the negative effects 
mediated by UVR. In addition, it is discussed the great advantageous of biological compared to 
chemical filters related to their high photo- and termostability and the absence of toxicity both against 
human and enviromental health due to they are biodegradable substances. 
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Abreviaturas y unidades 
 
% día-1 Tasa de crecimiento
(m/m) Relación masa/masa
(v/v) Relación volumen/volumen
µmol m-2 s-1 Densidad de flujo fotónico (irradiancia)
αETR Eficiencia fotosintética
A Absorptancia
ABTS Ácido 2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfónico)
AGL Ácidos grasos libres
AGS Ácidos grasos saturados
ADN Ácido desoxirribonucleico
ANOVA Análisis de la varianza
APX Enzima Ascorbato peroxidasa
BBM Método del β-caroteno
BHT Antioxidante sintético Butilhidroxitolueno
C Carbono elemental
C/N Relación estequiométrica entre Carbono y Nitrógeno
CAT Enzima Catalasa
CC Células corticales
CW Pared celular, del inglés "Cell wall"
Chla Clorofila a
DPPH 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
eBP Productividad de la biomasa estimada (g PS m-2 d-1)
EkETR Irradiancia de saturación
EtOH Etanol
ETRi Tasa de transporte electrónico integrado respecto al tiempo
ETR Tasa de transporte electrónico
ETRr Tasa de transporte electrónico relativo
FB Fotosíntesis bruta
FC Ficocianina
FE Ficoeritrina
FC/FE Relación entre Ficocianina y Ficoeritrina
Fv/Fm Rendimiento cuántico máximo
g.l. Grados de libertad
GPX Glutatión peroxidasa
GR Glutatión reductasa
H2Od Agua destilada
HaCaT Línea celular de queratinocitos inmortales humanos
HGF Línea celular fibroblastos gingivales
IL-6 Interleucina 6
Im Irradiancia óptima
M.O. (%) Porcentaje de materia orgánica
MAAs Aminoácidos tipo micosporina
mBP Productividad de la biomasa medida (g PS m-2 d-1)
MeOH Metanol
ML Microscopía óptica
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
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N Nitrógeno elemental
N2 Nitrógeno molecular
NH4+ Catión amonio
NO3- Anión nitrato
NPQ Amortiguamiento no fotoquímico
NUE (%) Eficiencia de incorporación de nitrógeno (%)
NUR Tasa de incorporación de nitrógeno (mmol m-2 d-1)
ºC Grados centígrados
P Fósforo 
p Valor de significancia estadística
PAB Radiación PAR + UVA + UVB (280-700 nm)
PAR Radiación fotosintéticamente activa (400-700 nm)
PAS Ácido peryódico de Schiff
PBS Solución de tampón fosfato PBS (del inglés: Phosphate Buffer Solution)
PF/PS Relación entre peso fresco y peso seco de la biomasa
PO43- Anión fosfato
POX Enzimas peroxidasas totales
PSII Fotosistema II ( del inglés Photosystem II)
PUFAs Ácidos grasos poliinsaturados
PV (%) Peso de la varianza en porcentaje
RAW 264.7 Línea celular de macrófagos murinos
ROS Especies reactivas de oxígeno
S.D Desviación estándar (del inglés: Standard desviation)
S.E. Error estándar (del inglés: Standard error)
S/V Relación entre la superficie y el volumen
SC Células subcorticales
SNK Test estadístico Student Newman-Keuls 
SOD Superóxido dismutasa
TAG Triacilgliceroles
TB-O Azul de toluidina
TEAC Equivalentes de trolox para la capacidad antioxidante
TEM Microscopia electrónica de transmisión
TiO2 Dióxido de titanio
TNF-α Factor de necrosis tumoral
UVA Radiación Ultravioleta A (315-400 nm)
UVB Radiación Ultravioleta B (280-315 nm)
UVR Radiación Ultravioleta (UVB + UVA: 280-400 nm)
VT Varianza total (100% del Peso de la Varianza)
Y(II) Rendimiento cuántico de energía fotoquímica convertida en el PSII
Y(NO) Rendimiento cuántico de pérdida de energía no fotoquímica no regulada en el PSII
Y(NPQ) Rendimiento cuántico de pérdida de energía no fotoquímica regulada en el PSII
ZnO Óxido de zinc
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Introducción
1. Antecedentes 
Debido a la inmensa diversidad y complejidad taxonómica, genética y química de las algas, 
estos organismos se consideran una fuente inexplorada de productos valiosos por lo que actualmente, 
son objeto de investigación a muchos niveles (Young et al. 2015). Los esfuerzos de investigación son, 
en gran parte, impulsados por la apreciación de que muchas culturas han utilizado tradicionalmente los 
recursos naturales marinos como alimentos y medicinas, y el hecho de que el 70% de la superficie 
terrestre está cubierta por los océanos, lo que puede proporcionar oportunidades adicionales donde los 
recursos terrestres son limitados (Stengel & Connan 2015). Más recientemente, ha surgido una 
búsqueda globalmente creciente para satisfacer las demandas de biomasa con la finalidad de abordar 
los muchos desafíos de una población humana en expansión, incluyendo el cambio climático, el 
envejecimiento de la población y la seguridad alimentaria, lo que da lugar a la necesidad urgente de 
producción sostenible de biomasa de fuentes no tradicionales como vienen siendo las fuentes vegetales. 
En consecuencia, ha habido un aumento de la inversión a nivel mundial en la biotecnología marina, 
con la investigación dirigida principalmente a las algas. Estas se caracterizan, respecto a otros 
organismos, por su alta productividad, muy alta diversidad de especies y de compuestos bioactivos 
(Blunt et al. 2017). La p roductividad de biomasa y compuestos de alto valor añadido pasa por el 
desarrollo de tecnología de cultivos y cosechados para maximizar la producción y optimizar la relación 
coste/beneficio. 
La biomasa obtenida a partir de algas es reconocida mundialmente como una fuente de valiosos 
componentes químicos con aplicaciones en el sector agroalimentario (incluidos alimentación humana, 
piensos para alimentación animal y bioestimulantes para plantas), en el sector energético (biodiesel, 
bioetanol, biogás, biohidrógeno, etc.) así como en el sector nutracéutico y cosmecéutico (Eppink et al. 
2017). Sin embargo, el suministro de biomasa algal de calidad y en cantidad suficiente, sigue siendo 
motivo de preocupación ante las crecientes presiones ambientales que se oponen a la creciente 
demanda (Jung et al. 2013). Los intentos recientes de suministrar una biomasa consistente, segura y 
ambientalmente aceptable mediante el cultivo, se han concentrado en caracterizar la variabilidad 
natural de los compuestos bioactivos y en optimizar los sistemas de cultivo (Barry et al. 2017). Además, 
las herramientas biotecnológicas como la metabolómica, la transcriptómica y la genómica se han 
extendido recientemente a la ficología, pero en comparación con las técnicas que ya se aplican para la
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obtención de biomasa microbiana o vegetal, estas siguen estando a dí a de h oy subdesarrolladas 
(Stengel & Connan 2015). Así pues, en la actualidad, la biotecnología de algas es encaminada, en líneas 
generales, a la obtención de alimentos, productos cosmecéuticos y energías renovables. 
Alimentación: tradicionalmente, las algas se han empleado como alimento humano (Wells et 
al. 2016). Entre las especies más consumidas se encuentran los géneros Pyropia/Porphyra, Laminaria, 
Saccharina y Undaria. Estas han sido consumidas en el Lejano Oriente, pero también hay pruebas de 
que las cianobacterias de los géneros Nostoc, Arthrospira / Spirulina y Aphanizomenon han servido de 
alimento humano desde hace milenios en China (Singh et al. 2005; Chisti 2006; Spolaore et al. 2006),
Chad y México (Chisti 2006). En Occidente, el consumo de algas se ha restringido predominantemente 
a las algas rojas especialmente Palmaria palmata (Dulse), Chondrus cripsus y Mastocarpus stellatus
fundamentalmente en Irlanda, Escocia, Gran Bretaña, Chile y Norteamérica. Mientras que la 
composición química puede variar según la especie y las condiciones de crecimiento (Colla et al. 2004),
tanto las macro como las microalgas contienen altos niveles de componentes nutricionales como son
las proteínas (Becker 2007), carbohidratos o fibras vegetales, vitaminas (Fábregas & Herrero 1990) y
minerales (Sousa et al. 2008). La búsqueda de nuevas fuentes de ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFAS, del inglés Polyunsaturated fatty acids) ha conducido a un examen intensivo de la 
composición natural de ácidos grasos de las macroalgas y las microalgas. Por ejemplo, estudios 
detallados de especies de macroalgas demostraron que la mayoría de estas especies, aunque tienen 
niveles bajos de lípidos y ácidos grasos respecto a microalgas, son ricas en PUFAs y tienen una buena 
relación Omega-6/Omega-3 la cual es la más adecuada para los humanos (aproximadamente de 1-2:1) 
(Simopoulos 2002, Stengel y Connan 2015). Sin embargo, la composición de ácidos grasos y sus 
proporciones varían entre los diferentes phylum y especies (Schmid & Stengel 2015).  
Aplicaciones biomédicas: gran parte de la investigación biotecnológica de algas se centra en 
la búsqueda de nuevos compuestos para el bienestar humano basados en actividades de promoción de 
la salud de extractos de algas. La química de los productos naturales es uno de los campos de más 
rápido desarrollo en biotecnología, y el descubrimiento de nuevos compuestos de microalgas y 
macroalgas es comúnmente apoyado por métodos analíticos incluyendo Resonancia Magnética 
Nuclear (RMN) y Espectrometría de Masas (ESI-MS). Muchas revisiones recientes han puesto de 
manifiesto la riqueza de compuestos que tienen aplicaciones potenciales para la salud (Jahan et al. 
2017), o a su vez esbozaron los muchos productos químicos que tienen aplicaciones tanto para la 
alimentación como para la salud, tales como aquellos compuestos con altas actividades antioxidantes 
(Wells et al. 2016). Los nuevos bioensayos y las técnicas de detección y cuantificación aplicadas a las 
algas están redundando en una amplia producción científica (Plaza et al. 2010; Brodie et al. 2017). La 
ficoprospección se extiende a través de todos los grupos de algas (Ördög et al. 2004; Zubia et al. 2008; 
Rastogi & Sinha 2009) y las áreas de aplicaciones biomédicas incluyen la búsqueda de antioxidantes, 
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anticancerígenos, antimicrobianos, antivirales, compuestos para combatir la obesidad, etc. (Suleria et 
al. 2016). Los compuestos de interés incluyen los polisacáridos, especialmente polisacáridos ácidos y 
fucanos, entre otros  (Abdala-Díaz et al. 2010; Deniaud-Bouët et al. 2017), los compuestos fenólicos 
(Freile-Pelegrın & Robledo 2014; Celis-Plá et al. 2016), los diferentes pigmentos (Pangestuti & Kim 
2015), los péptidos y proteínas (Harnedy & FitzGerald 2011), los lípidos y ácidos grasos (Ashokkumar 
et al. 2017) así como compuestos halogenados (Fernando et al. 2016). 
Cosmecéutica: Una gran cantidad de productos para el cuidado del cuerpo incluyen 
ficocoloides (carragenatos y alginatos, especialmente) que aportan propiedades gelificantes y 
emulsionantes. Además de estas propiedades, se investigan otras dos: (1) capacidad fotoprotectora con 
el uso de sustancias fotoprotectoras de UVR, las cuales presentan propiedades de absorción de esta 
radiación por parte de compuestos entre los que destacan los compuestos fenólicos, los carotenoides y 
los aminoácidos tipo micosporina (MAAs) y (2) propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 
antitumorales de los extractos de algas (Wang et al. 2014; Ariede et al. 2017).  
Los estudios recientes han esbozado claramente el potencial de los extractos de algas en 
aplicaciones cosméticas: las actividades especıficas de los extractos son la actividad fotoprotectora, la 
actividad antioxidante, hidratante y blanqueante, pero también la actividad anticelulítica y adelgazante 
ha sido atribuida a una gama de com ponentes de algas que incluyen pigmentos, polisacáridos, 
terpenoides y compuestos halogenados, MAAs y compuestos fenólicos, así como proteínas y 
aminoácidos (Bedoux et al. 2014). Se requieren más estudios sobre la bioactividad y la estabilidad de 
la composición de los compuestos de algas de fuentes conocidas y científicamente probadas (Kim 
2015). 
Energía: la importancia de las algas ha aumentado con la búsqueda de nuevas fuentes de 
energía renovables (Menetrez 2012). Incluso en condiciones de crecimiento altamente desfavorables, 
las algas pueden prosperar y producir subproductos valiosos como lípidos (transesterificables), 
carbohidratos, proteínas y diversas materias primas que podrían destinarse a la obtención de 
biocombustibles y otros materias primas (Hughes & Benemann 1997, Chisti 2007). Teóricamente, se 
ha calculado que es posible obtener un rendimiento de 200 barriles de petróleo (equivalentes) por 
hectárea de tierra utilizada para el cultivo de microalgas (Hu et al. 2008). Este rendimiento máximo 
teórico es 100 veces mayor que para la soja, una materia prima comúnmente utilizada para el biodiesel 
y es mayor que cualquier rendimiento demostrado (por un factor de 10-20), por lo que estas 
estimaciones teóricas deberían ser una meta para la industria biotecnológica futura (Menetrez 2012). 
En la producción sostenible de biocombustibles, las macroalgas como fuente de biomasa para 
obtención de estos, presentan varias ventajas potenciales en comparación con las plantas terrestres u 
otras fuentes de biomasa (John & Anisha 2012). Por ejemplo, sólo algunas especies de macroalgas 
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contienen lignina (Hoek et al. 1995; Wi et al. 2009), lo que hace que la biomasa de estas sea un material 
relativamente fácil de digerir en digestores microbianos para la producción de otros biocombustibles 
como el biogás u otros derivados (Vergara-Fernández et al. 2008). Además, después de los procesos 
de conversión de combustible, la biomasa remanente puede ser utilizada como fertilizante, para 
calentar o como sustrato para producir otro tipo de biocombustible (Vergara-Fernández et al. 2008; Ge 
et al. 2011; Maceiras et al. 2011). Recientemente, los compromisos para el uso de combustibles 
alternativos han devuelto el interés a las macroalgas (Roesijadi et al. 2010; Rothe et al. 2012). A 
diferencia de las macroalgas que todavía ocupan un pequeño nicho en el sector bioenergético, las 
microalgas han ganado atención en las últimas décadas como materias primas para la producción de 
biocombustibles debido a su alto rendimiento de biomasa por hectárea (Suganya et al. 2016). Sin 
embargo, la implementación a escala real de los sistemas de microalgas para la producción de 
bioenergía y productos químicos básicos, está actualmente limitada por los costes técnicos asociados 
con la construcción y mantenimiento de los biorreactores, la contaminación y la energía requerida para 
la separación de productos de interés (Goh & Lee 2010). Paralelamente, en los últimos años, las 
macroalgas han sido consideradas como una "tercera o incluso cuarta generación" de materias primas 
para los biocombustibles (Milledge et al. 2014). En comparación con las microalgas, las macroalgas 
derivadas para la obtención de biocombustibles muestran un mayor rendimiento potencial en la 
evaluación del ciclo de vida y son más fáciles de cosechar desde un punto de vista ingenieril (Aitken 
et al. 2014). Todo esto hace que las macroalgas hayan sido consideradas como una "tercera o incluso 
cuarta generación" de materias primas para la obtención de biocombustibles (Goh & Lee 2010; Fernand 
et al. 2017). 
2. Los productos naturales frente a los productos sintéticos 
Las algas son una fuente constante de nuevos productos que pueden ser destinados para 
diferentes fines (Kim & Chojnacka 2015). A diferencia de los compuestos químicos obtenidos 
mediante síntesis química, los compuestos bioquímicos obtenidos de fuentes naturales ofrecen mucha 
más diversidad y bioactividad (capacidad de interactuar con un receptor) que las sustancias químicas 
sintéticas o miméticas y además son biodegradables por que no generarían problemas ambientales 
(Tengdelius et al. 2017). También se puede esperar que los compuestos naturales posean 
inherentemente propiedades ventajosas como son la solubilidad en agua, la permeabilidad para 
atravesar las membranas celulares y la biodisponibilidad respecto a los productos químicos sintéticos 
(Olaizola 2003). 
El caso de la astaxantina, es quizás el más notorio en cuanto a comparación de productos 
sintéticos versus compuestos naturales. En la actualidad, los mayores productores de astaxantina la 
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obtienen mediante síntesis química (alrededor del 95% de la producción mundial) por parte de las 
compañías BASF y Hoffman-La Roche (Spolaore et al. 2006; Shah et al. 2016). La astaxantina sintética 
tiene una relación diferente de estereoisómeros que la astaxantina natural que se encuentra en el alga 
verde Haematococcus, por lo que la biodisponibilidad tanto para animales como para humanos, se ve 
reducida debido a estas sutiles diferencias en cuanto a la estructura molecular. Las industria acuícola 
es el principal sector al que se destina este compuesto para alimentar al salmón fundamentalmente 
(Eaton et al. 2016; Hikima et al. 2017). Además, las astaxantina sintética ha demostrado poseer una 
capacidad antioxidante significativamente menor que la astanxantina natural (Capelli et al. 2013).
Otros casos notables se han dado con componentes como la vitamina E y el β-caroteno sintético, los 
cuales presentan una menor absorción por parte del sistema digestivo humano respecto a fuentes 
naturales así como una menor capacidad antioxidante (Bahner 1993; Castenmiller et al. 1999). El β-
caroteno sintético también se ha reportado que es un potencial promotor de la carcinogénesis (Shanab 
et al. 2012). Lo mismo ocurre con el resto de todo el espectro de vitaminas que se requieren para la 
homeostasis en el ser humano, las cuales presentan una mayor biodisponibilidad si proceden de fuentes 
naturales con respecto a fuentes sintéticas (Thiel 2000). Respecto a los compuestos antioxidantes 
encontrados en algas, algunas moléculas con capacidad antioxidante, presentan actividades 
relativamente más altas, en comparación con antioxidantes comerciales como el BHA
(hidroxibutilanisol) y el BHT (Butilhidroxitolueno) (Abd El-Baky et al. 2010). Por lo tanto, la 
investigación sobre los productos naturales a partir de las algas se propone actualmente como una 
alternativa natural a los productos sintéticos (Sabeena Farvin & Jacobsen 2013).  
3. Retos en biotecnología algal para la obtención de productos naturales
El desarrollo de nuevos productos a p artir de fuentes biológicas incluyendo algas implica 
muchos pasos que son impulsados por nuevos mercados y demandas de los consumidores, pero 
requiere una inversión económica significativa (Stengel & Connan 2015). Otro obstáculo es el 
prolongado proceso de aprobación de las agencias de seguridad pertinentes que garantizan la seguridad 
de los consumidores y las normas sobre productos y comercio (Roberts & Upham 2012).  
El "time-to-market", siendo este un concepto anglosajón que define el tiempo que tarda un 
producto desde que es concebido hasta que está a la venta, es probablemente más corto para los 
productos algales destinados a la agricultura que para los productos nutracéuticos y cosmecéuticos, 
siendo extremadamente dilatado para los compuestos algales destinados al ámbito biomédico o 
farmacéutico (Vigani et al. 2015). Estos compuestos engloban sustancias químicas a partir de fuentes 
naturales y que, cuyo consumo, resulta especialmente beneficioso tanto en la prevención de 
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enfermedades como en la mejora de las funciones fisiológicas del organismo a nivel nutricional o en 
la piel (Leonard 2006). 
La biomasa de algas puede derivarse de recursos naturales o cultivados, que pueden o no estar 
predefinidos mediante la selección y caracterización de especies así como por recolección de especies 
la cuales pueden variar según su origen (Plaza et al. 2010). El conocimiento de la función biológica 
del compuesto, y de su rol ecológico, proporcionarían una notable contribución a todo el proceso, pues 
es probable que arroje una idea de los mecanismos bioquímicos que subyacen al componente y que 
podrán servir de apoyo para su utilización, por ejemplo, en el desarrollo de fármacos. 
Dependiendo del organismo, los enfoques de i ngeniería genética o metabólica pueden ser 
posibles, si se dispone de suficiente información genómica para el organismo, así como la 
metabolómica y transcriptómica de la biosíntesis del compuesto en cuestión. Cuando el cultivo de los 
organismos fuente, o los enfoques genéticos no son factibles, la síntesis química puede ser una vía para 
suministrar cantidades suficientes para ensayos adicionales y el desarrollo eventual del producto. En 
este momento se necesitarán considerables inversiones financieras y el compromiso a largo plazo de 
la industria para llevar a cabo ensayos en humanos para el desarrollo posterior de nutracéuticos y 
cosmecéuticos y, en particular, para el desarrollo de nuevos productos farmacológicos (Stengel et al. 
2011). 
4. Fuentes de biomasa  
Las demandas sobre la biomasa de al gas marinas se han m ultiplicado por una conciencia 
globalmente creciente, así como por un mayor conjunto de evidencias científicas, de sus beneficios 
potenciales y las muchas aplicaciones dentro de varios sectores, pero también implican cambios en las 
fuentes de algas que abastecen a los mercados existentes. Por ejemplo, la biomasa de algas pardas 
(Ascophyllum nodosum y Fucus sp. principalmente) cosechadas del medio natural en Europa, 
principalmente para la producción de alginatos, aumentó de unas 5.000 a 30.500 t entre 1999 y 2009, 
mientras que la cosecha de Macrocystis disminuyó de 35.000 a 5.000 durante el mismo período (Bixler 
& Porse 2011). La gestión prudente de los recursos es, por tanto, fundamental no sólo para apoyar a 
las industrias locales y los beneficios socioeconómicos conexos de las comunidades costeras a largo 
plazo, sino también para evitar la pérdida de hábitat y los daños a los ecosistemas marinos, ya que las
macroalgas como productores primarios y proveedores de hábitat son componentes funcionales 
esenciales de las comunidades costeras (Stagnol et al. 2013). Una consideración adicional, cuando se 
utilizan los recursos naturales, es la variabilidad potencial en la composición química de las reservas 
naturales. Esto puede ser ventajoso en algunos casos en los que se pueden seleccionar los sitios y 
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tiempos de cosecha más adecuados. Sin embargo, la variación natural en la composición y calidad de 
la biomasa (Craigie et al. 2008) puede no ser apropiada para todas las aplicaciones que pretendan 
conseguir productos de alto valor añadido (Hafting et al. 2012). 
Respecto a la producción de biomasa cultivada para distintos usos, las macroalgas presentan 
una serie de ventajas y características que las hacen más idóneas que las plantas terrestres: muchas 
especies crecen más rápido que las plantas terrestres (John et al. 2011; Chen et al. 2015) presentando 
una mayor producción anual (t PS ha-1 año-1) para algunas especies algales respecto a las plantas 
terrestres. Por ejemplo Gracilaria chilensis produce 60 t PS ha-1 año-1 frente a Zea mays que produce 
20 t PS ha-1 año-1 (Chung et al. 2011). Además, las algas marinas no ocupan tierras de cultivo y no 
consumen agua dulce (Fedoroff et al. 2010), por lo que no compiten con los alimentos tradicionales de 
la agricultura que se destinan a alimentación humana (Goh & Lee 2010; Daroch et al. 2013). Además, 
las macroalgas, como se indicó más arriba, normalmente contienen menos contenido en lignina, lo cual 
facilita el tratamiento posterior de dicha biomasa (Burton et al. 2009; Cho et al. 2013). La productividad 
de la biomasa de algas cultivadas es aproximadamente de 22 kg m-2 año-1 siendo mucho mayor si se 
compara con la producción de las plantas terrestres, con una producción promedio de 0.5-4.4 kg m-2
año-1 (Brinkhuis et al. 1987; Lewandowski et al. 2003; Wei et al. 2013). 
Aun así, el cultivo de macroalgas a día de hoy representa sólo un pequeño porcentaje respecto 
a la producción global de biomasa en general: 17·106 toneladas de peso fresco en comparación con las 
16·1012 toneladas de cultivos terrestres, herbáceas y bosques (Pimentel & Pimentel 2007, Roesijadi et 
al. 2010; Pimentel 2012). Las evidencias actuales sugieren que las macroalgas pueden ser una fuente 
alternativa de bi omasa para la producción sostenible de al imentos, productos químicos y 
biocombustibles entre muchos otros productos (Wargacki et al. 2012; Yun et al. 2015). El progreso 
actual en la biotecnología de algas es impulsado por una mayor demanda de nuevas fuentes de biomasa 
debido a varios desafíos globales, nuevos descubrimientos y tecnologías disponibles, así como una 
mayor conciencia global de las muchas aplicaciones de algas (Trivedi et al. 2015). La diversidad y 
complejidad de las algas ofrecen por tanto, un potencial significativo, siempre que se pueda satisfacer 
la biomasa adecuada y segura, y las demandas de los consumidores coincidan con la inversión 
comercial en el desarrollo de productos. 
China (49%) e Indonesia (37.2%) son los principales países recolectores/productores de 
biomasa algal y ostentan juntos el 86% de toda la producción mundial (Buschmann et al. 2017). Las 
dos especies principales más cultivadas en todo el mundo son las algas tropicales Kappaphycus 
alvarezii y Eucheuma sp. (FAO 2016). Indonesia aumentó su producción anual de cultivo en más de 
10 veces, pasando de 2.4 millones de toneladas en 2005 a 10 millones de toneladas en 2014, y su 
política nacional pretende continuar con esta tasa de crecimiento para los próximos años (FAO 2016). 
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Además de las dos especies citadas, las algas rojas Gracilaria / Gracilariopsis ocupan el tercer puesto 
en la lista de especies de algas marinas rojas más cultivadas del mundo, con más de 3.8 millones de 
toneladas de producción anual y con un valor anual de aproximadamente 1000 millones de dólares 
(FAO 2016). Los géneros Gracilaria y Gracilariopsis se han cultivado principalmente en dos países 
asiáticos, China e Indonesia con un 70 y  28% de la producción mundial respectivamente. En 
Sudamérica, Chile es el país más productivo, produciendo más de 12.8 toneladas por año con un valor 
anual de 29 millones de dólares (FAO 2016). La mayor parte de la biomasa se utiliza en la industria de 
los ficocoloides como fuente principal de agar y carragenanos de calidad alimentaria (Pereira & Yarish 
2008) así como alimento para animales (Qi et al. 2010; Johnson et al. 2014). Actualmente se aceptan 
taxonómicamente 185 especies de Gracilaria y 24 de Gracilariopsis (Guiry & Guiry 2016). Estos 
géneros incluyen especies fácilmente cultivables y que presentan altas tasas de crecimiento (Gorman 
et al. 2017). Además, poseen un alta capacidad de adaptación a diferentes condiciones ambientales:
pueden crecer en condiciones de salinidad comprendidas entre 10-40 g L-1 (Weinberger et al. 2008;
Kim et al. 2016) y toleran intervalos de temperatura de entre 0 a 35 °C (Yokoya et al. 1999; Raikar et 
al. 2001; Kim et al. 2016) y que actualmente, se proponen como especies productoras de compuestos 
bioactivos (Sakthivel et al. 2016; Kang et al. 2017). 
5. Ficoprospección 
Ya se ha citado la importancia de la Biotecnología algal por tratarse de un campo importante 
y casi ilimitado de investigación básica y aplicada. Aun así, aunque es cierto que la ficoprospección ha 
proporcionado algunos nuevos productos naturales marinos para un campo casi ilimitado de usos, se 
ha estimado que el número de compuestos aislados de fuentes marinas entre 1965 y 2006 (alrededor 
de 18.500) constituyen sólo alrededor del 3% de los compuestos marinos existentes (Ibañez &
Cifuentes 2013). Desde 2006 hasta 2015, este número se ha incrementado en un 29% de acuerdo a la 
base de datos de productos naturales MarinLit (Young et al. 2015). Por lo tanto, la búsqueda de nuevas 
especies algales que posean nuevos compuestos biológicamente activos a partir de fuentes marinas 
puede considerarse un campo de investigación casi ilimitado.  
La selección y producción de especies algales para la obtención de biomasa dependen 
principalmente de las especies cultivadas, el método de cultivo y la demanda de productos en el 
mercado actual. Además, es necesario que las especies presenten una alta capacidad de 
biofiltración/asimilación de nutrientes (Chopin et al. 2001) y de la posibilidad de convertir la biomasa 
en componentes que posean un valor económico en el mercado actual (Figura I.1). Además de la 
biofiltración de nutrientes inorgánicos disueltos, las algas fijan entre el 50-70% del dióxido de carbono 
(CO2) atmosférico (Chung et al. 2011). Por lo tanto, la producción de biomasa algal, además de 
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proporcionar recursos económicos como los compuestos bioactivos con alto valor añadido, también 
proporciona beneficios ambientales, ya que servirían para retirar el CO2 antropogénico ayudando así a 
mitigar los efectos del cambio climático (Laurens et al. 2017). 
Figura I.1. El ciclo de los biorrecursos algales (Obtenido de Wilkie et al. 2011). 
6. Compuestos bioactivos  
De todos los productos naturales marinos representados en MarinLit, (base de datos estándar 
de la industria para este tipo de compuestos) los que suscitan un mayor interés en la comunidad 
científica son aquellos que derivan de las algas (Young et al. 2015). Además de las algas, los líquenes 
(organismos simbióticos generalmente entre algas y hongos) también presentan una amplia diversidad 
de metabolitos secundarios denominados “sustancias liquénicas” (Xu et al. 2016). 
Los productos naturales o compuestos bioactivos, presentan intrínsecamente bioactividad al 
proceder de un organismo vivo (Newman & Cragg 2016). Estos compuestos bioactivos procedentes de 
las algas, tienen cada vez más un mayor atractivo por parte de la industria biotecnológica pues 
presentan propiedades beneficiosas para la salud entre otras muchas aplicaciones (Suleria et al. 2016).
Los receptores de estas interacciones todavía no se conocen en su totalidad, de hecho, muchos estudios 
no han podido demostrar, de manera clara y concisa, los roles ecofisiológicos de los metabolitos 
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secundarios. La mayor evidencia experimental que existe actualmente para los receptores de 
compuestos bioactivos, deriva de las aplicaciones biomédicas (Harel et al. 2013; Luckner 2013).  
Los metabolitos secundarios se clasifican de acuerdo con la ruta biosintética de la que procedan 
(Figura I.2) (Cardozo et al. 2007). Estudios metabolómicos y genómicos en organismos fotosintéticos, 
han revelado que existe un número limitado de rutas biosintéticas y que estas son las responsables de 
la producción de la mayoría de los compuestos bioactivos. Mientras que las rutas biosintéticas comunes 
pueden proporcionar el marco para las distintas clases de metabolitos secundarios, su funcionalidad es 
impartida por enzimas de adaptación especializadas que son a menudo únicas para cada producto 
natural (Walsh 2004; Hertweck et al. 2007). Si se trata de la adición enzimática de grupos alcohol, 
halogenación, oxidación, reducción, manipulación estereoquímica, o ciclación, son a menudo estas 
funcionalidades que hacen que los metabolitos secundarios sean únicos y bioactivos (Gribble 1998). 
Figura I.2. Principales vías biosintéticas de metabolitos primarios y secundarios (Obtenido de Cardozo 
et al. 2007) 
El 90% de moléculas de las algas, presentan algún halógeno en su estructura lo cual aumenta 
su capacidad bioactiva (Paul & Pohnert 2011). Estos compuestos pueden poseer incluso 6 átomos de 
un único elemento químico halogenado o incluso diferentes halógenos (bromo, cloro, yodo) en una 
misma molécula. Estos metabolitos son biosintetizados en las algas en respuesta a innumerables 
condiciones ambientales con la finalidad de aumentar la capacidad de aclimatación al medio (Cabrita 
et al. 2010).  
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Dentro de la gran heterogeneidad de algas marinas, las algas rojas,  son el grupo de algas con 
mayor biodiversidad específica y mayor diversidad de compuestos químicos, cerca de 1700 
compuestos descritos hasta hace un año (Blunt et al. 2016). La mayoría de los compuestos químicos 
de las rodófitas (57%) se encuentran en l a familia Rhodomelaceae con aproximadamente el 85%
procedente del género Laurencia (Maschek & Baker 2008). Por otro, las algas pardas producen 
florotaninos de naturaleza polifenólica existiendo actualmente más de 1.200 compuestos químicos de 
los cuales más de un tercio pertenecen al género Dictyota. La división clorofita es quizás la que tiene 
menos metabolitos secundarios analizados entre las macroalgas (270 compuestos aprox.). Las algas 
verdes presentan compuestos químicos similares a los de las algas rojas, pero carecen del mismo grado 
de halogenación. Alrededor de la mitad de todos los compuestos bioactivos procedentes de algas verdes 
provienen del orden Bryopsidales, con más del 85% de composición en terpenos (Scheuer 2013). Entre 
2011 y 2013, había sólo unos pocos artículos de nuevos compuestos a partir de algas verdes, todos los 
cuales carecen de una diversidad estructural de metabolitos conocidos (Blunt et al. 2016). Sin embargo, 
los líquenes presentan una mayor cantidad de compuestos bioactivos que cuando sus simbiontes se 
encuentran viviendo de forma independiente (Le Pogam et al. 2015). 
6.1. Compuestos nitrogenados
6.1.2. Proteínas 
Generalmente, el contenido proteico de las macroalgas es bajo comparándolo con microalgas 
(Becker 2007). Además, este contenido puede variar en función de las especies así como de las 
condiciones estacionales. En general, las algas pardas han mostrado menos contenido proteico con 
respecto a las algas verdes y rojas. De acuerdo a literatura científica, las algas rojas poseen un
porcentaje alrededor de un 18.3%, las algas verdes un 15.1% y las algas pardas alrededor de un 5.9% 
(Lourenço et al. 2002; Patarra et al. 2011; Biancarosa et al. 2016). Burtin (2003) ha demostrado que 
algunas algas rojas, como Palmaria palmata y Porphyra tenera, poseen un alto contenido de proteínas 
hasta 35 y 47% del peso seco, respectivamente. En cuanto a la composición de aminoácidos, las algas 
presentan 17 de los 21 aminoácidos existentes en la naturaleza lo cual hace de estas una importante 
fuente de proteínas con alto valor biológico para ser empleadas en alimentación (Qasim 1991).  
Por este motivo, la calidad nutricional de las proteínas algales se determina por el contenido 
de aminoácidos, la proporción y la biodisponibilidad de estos (Becker 2007). Las algas presentan una 
cantidad notable del aminoácido lisina, que ha bitualmente es deficiente en plantas terrestres 
(Tabakaeva & Tabakaev 2016). Otros estudios indicaron que tanto el ácido aspártico como el ácido 
glutámico, constituyen una gran fracción de aminoácidos de las algas, en comparación con alimentos 
como la soja y los huevos (Fleurence 1999, 2004). El ácido glutámico en su forma ionizada, el 
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glutamato, es el mayor responsable del nuevo sabor denominado “umami” que completa los cinco 
sabores básicos reconocidos (Zhang et al. 2017).  
Actualmente, las investigaciones más específicas en cuanto a las proteínas extraídas de algas, 
se centran en el estudio de los péptidos, ya que se ha demostrado que estos poseen una bioactividad 
similar a la que podrían tener ciertos fármacos (Jo et al. 2017). Algunas especies de algas han inducido 
actividades biológicas, que están asociadas con proteínas, hidrolizados de proteínas o péptidos y que 
pueden afectar su posición más allá de sus valores nutricionales como antioxidantes, antihipertensivos 
(Fitzgerald & Murray 2006), inmunomoduladores (Morris et al. 2007), anticancerígenos (Sheih et al. 
2010), hepatoprotectores (Hwang et al. 2008) y anticoagulantes (Athukorala & Jeon 2005). Estas 
bioactividades serían una ventaja añadida para acceder a sus aplicaciones multifuncionales, incluyendo 
alimentos funcionales o nutracéuticos (Mohamed et al. 2012), los productos farmacéuticos (Agyei & 
Danquah 2011) y los cosmecéuticos (Stolz & Obermayer 2005; Sekar & Chandramohan 2008). Por lo 
tanto, las proteínas y péptidos a partir de algas, podrían servir para satisfacer las necesidades futuras 
de estos nutrientes para consumo humano (Kovač et al. 2013). 
6.1.3. Ficobiliproteínas
Las ficobiliproteínas o ficobilinas, son otro grupo de compuestos nitrogenados cuya función 
principal es actuar como pigmentos accesorios en el proceso fotosintético. Son una familia de proteínas
fluorescentes que se encuentran en algunos grupos taxonómicos de algas (cianobacterias, rodófitas, 
criptofitas y glaucofitas) (Sekar & Chandramohan 2008, Hemlata & Fareha 2011). Las ficobiliproteínas 
son un grupo de pigmentos accesorios (ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina) organizados en los 
ficobilisomas y conectados al Fotosistema II (PSII). Absorben radiación lumínica en la región que va 
desde 470 a 660 nm, y transfieren eficientemente la energía a la clorofila a (Viskari et al. 2001; Viskari 
& Colyer 2003; Borowitzka 2013). Entre las diferentes ficobiliproteínas, la ficocianina es una de las 
moléculas con mayor importancia actualmente debido a sus diversas propiedades biológicas y 
farmacológicas (Romay et al. 1998; McCarty 2007). Una de las propiedades químicas que hacen que 
esta sea de interés en la industria biotecnológica, es la estabilidad fisicoquímica que presenta (Eriksen 
2008; Chaiklahan et al. 2012). Se le atribuyen numerosas aplicaciones en el ámbito biomédico, tales 
como capacidad neuroprotectora (Pentón-Rol et al. 2011a), capacidad antiinflamatoria (Romay et al. 
1998 2003; Cherng et al. 2007), anticancerígena (Wang et al. 2000), antioxidante ( Romay et al. 2003; 
Benedetti et al. 2004; Guan et al. 2009), hipolipidémico (Alhazza et al. 2011), antitumoral (Li et al. 
2005; Gardeva et al. 2014), inmunomoduladora (Chen et al. 2014), ateroprotectora (Strasky et al. 
2013), hepatoprotectiva (Vadiraja et al. 1998), antiperalgésica (Shih et al. 2009), antiviral y 
antimicrobiana (Pentón-Rol et al. 2011b; Najdenski et al. 2013). Otra ficobiliproteína de importancia 
actual, es la ficoeritrina, las cual es empleada en la industria biomédica como marcador fluorescente y 
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que recientemente ha despertado un interés para su uso como colorante natural (Stengel & Connan,
2011). 
6.1.4. Aminoácidos tipo micosporina
Los aminoácidos tipo micosporina (MAAs) son metabolitos secundarios sintetizados por 
organismos que viven en ambientes con altas irradiancias. Se caracterizan por un anillo de 
ciclohexenona y ciclohexenimina que deriva del ácido shikímico. Se han identificado más de 35 tipos 
diferentes de MAAs (Korbee et al. 2006; La Barre et al. 2014; Becker et al. 2016; Oda et al. 2017) y
son ampliamente conocidos por su rol fotoprotector frente a  la UVR. Estos compuestos aminoacídicos 
son eficientes en la absorción de la radiación UV (310-360 nm), y son un atractivo cada vez más 
creciente para la industria cosmética por la actividad biológica que presentan (Lawrence et al. 2017).
Los MAAs tienen conjugado en el anillo, sustituyentes nitrogenados (amino), aminoácidos o sus 
aminoalcoholes correspondientes. La glicina es el aminoácido más común presente en los MAAs 
(Carreto & Carignan 2011). Las diferencias en los espectros de absorción de MAAs se deben a 
variaciones en los grupos laterales unidos y en el sustituyente de nitrógeno (Whitehead & Hedges 
2005). Los MAAs han sido explotados comercialmente para proteger la piel y otros materiales no 
biológicos, por ejemplo, aditivos fotostabilizantes en plásticos, pinturas, tejidos y barnices 
(Bandaranayake 1998; Fernandes et al. 2015). 
Las principales bioactividades y funcionalidades de los MAAs actualmente se encuentran en 
expansión (Sinha 2013). Su rol más conocido es el de fotoprotectores para UVA y UVB (Carreto &
Carignan 2011) así como compuestos con propiedades antioxidantes (Dunlap & Yamamoto 1995; De 
La Coba et al. 2009, Lawrence et al. 2017). Sin embargo, también desempeñan un papel en la reducción 
de la formación de dímeros de timina en células dérmicas expuestas a UV (Misonou et al. 2003) y
presentan actividad inmunomoduladora sobre la dermis (Becker et al. 2016). El aminoácido Pophyra-
334 suprime la producción de radicales libres de oxígeno (ROS) y la expresión de metaloproteinasas 
(MMPs) tras exposición de fibroblastos a la radiación UVA mientras que componentes de la matriz 
extracelular aumentan (procolágeno, colágeno tipo I y elastina) (Ryu et al. 2014). También ejercen 
beneficios sobre la dermis actuando como inhibidores de la colagenasa (Hartmann et al. 2015) 
modulando la proliferación de queratinocitos por activación de quinasas (Choi et al. 2015) e
interviniendo en procesos antiinflamatorios entre otros (Suh et al. 2014a; Becker et al. 2016). 
6.2. Compuestos carbonados 
6.2.1. Lípidos 
Las algas presentan en su composición ácidos grasos con alto grado de insaturaciones y con 
múltiples beneficios sobre la salud humana (Zhukova & Aizdaicher 1995, Puri 2017). Una ingesta de 
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ácidos grasos poliinsaturados n-3 de cadena larga (PUFAs), como el ácido docosahexaenoico (DHA, 
C 22: 6 n-3) y el ácido eicosapentaenoico (EPA, C 20: 5 n-3) dentro de una dieta, han demostrado tener 
efectos beneficiosos en los seres humanos, en enfermedades cardiovasculares e inflamatorias 
(Simopoulus & DiNicolantonio, 2016; Richardson et al. 2017). Estos efectos beneficiosos parecen ser 
debidos a los efectos combinados en otros parámetros diversos, como la reducción de los 
triacilgliceroles séricos y a la inhibición de la agregación plaquetaria (Harris et al. 1997), así como un 
efecto directo (antiarrítmico) en el corazón (Leaf & Kang 1996). Los resultados de los ensayos clínicos 
pueden sumarse a los de varios estudios epidemiológicos en poblaciones cuyo consumo habitual de 
PUFAs se asocia con una menor incidencia de enfermedad coronaria (Albert et al. 1998; Guallar et al. 
1999). En la actualidad una importante fuente comercial de PUFAs está representada por el aceite de 
pescado marino (Sahena et al. 2009). Sin embargo, se encuentran diferentes contenidos de ácidos 
grasos, dependiendo de la especie, estación, clima, disponibilidad y tipo de cadena alimentaria primaria 
(Sidhu 2003). El aceite de pescado además de su costosa producción, está siendo afectado en su 
composición por componentes con cierta toxicidad como metales pesados (Conchillo et al. 2006) por 
lo que existe actualmente un esfuerzo por conseguir Omega-3 a partir de otras fuentes como los 
crustáceos (krill), los vegetales (semillas de lino, cáñamo, chía, calabaza y frutos secos como la nuez) 
y las microalgas (Schizochytrium sp.) (Sarker et al. 2016). Hasta el momento las algas marinas se han 
utilizado como un suplemento alimenticio para aves de corral en la producción de huevos con alto 
contenido en PUFAs (Lemahieu et al. 2016), por lo que, además de emplearse en alimentación humana, 
las algas podrían ser también utilizadas en la acuicultura para mejorar el contenido de PUFAs en el 
pescado, los cuales se destinarían para consumo humano (Dantagnan et al. 2009). 
6.2.2. Carbohidratos 
Las algas marinas se emplean en todo el mundo como fuente principal de agentes espesantes 
y gelificantes (Lee et al. 2017). Estos compuestos son polisacáridos que se encuentran en las paredes 
celulares. Estos compuestos son conocidos como alginatos, carragenatos y agares, entre otros y son los 
llamados "ficocoloides" (Friedlander & Zelikovitch 1984, Florez et al. 2017). Dentro del gran grupo 
de macromoléculas como son los carbohidratos, en la actualidad la comunidad científica se ha 
interesado por los polisacáridos sulfatados (PSs). A pesar del enfoque de los PSs en las aplicaciones 
de la industria alimentaria, en los últimos años, la atención se ha desplazado a la explotación de 
potenciales actividades biológicas y propiedades farmacológicas (Abu-Ghannam & Rajauria 2013).  
Los estudios que tienen como objetivo evaluar la importancia de la estructura molecular de 
polisacáridos sobre la bioactividad son cruciales. Muchos estudios se han centrado en diferentes 
actividades biológicas de PSs como actividad anti-inflamatoria (Wu et al. 2016), la actividad 
antioxidante (Fleita et al. 2015), la actividad antimicrobiana (Abu-Ghannam & Rajauria 2013),
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anticoagulante y antitrombótica (Grauffel et al. 1989; Pereira et al. 2005), inmunológica (Stephanie et 
al. 2010) y anticancerígena (Anastyuk et al. 2012). La elucidación estructural de los polisacáridos de 
algas es necesaria para correlacionar sus propiedades físico-químicas con sus propiedades bioactivas. 
El conocimiento de estas estructuras químicas podría conducir a la mejora de las propiedades 
bioactivas mediante modificaciones específicas (químicas, físicas o enzimáticas) teniendo en cuenta 
que la actividad biológica (bioactividad) es dependiente de la estructura molecular (Courtois 2009).  
Además, los PSs también han atraído un creciente interés debido a sus propiedades físicas, 
como la capacidad de gelificación, de espesamiento y de estabilización (Liu et al. 2015). Sin embargo, 
actualmente la investigación sobre la elucidación química de los productos de algas con actividad 
farmacéutica, es la parte de la glicobiología algal que más está creciendo, principalmente con respecto 
a la estructura binomial frente a la actividad biológica.  
6.2.3. Clorofilas 
Existen más de 100 tipos de clorofilas diferentes con diferentes estructuras y sustituyentes. 
Estos pigmentos, tradicionalmente, han sido utilizados como agentes colorantes para grasas y aceites 
además de su consumo oral por sus propiedades antioxidantes (Devasagayam et al. 2004; Lanfer-
Marquez et al. 2005). Los pigmentos se extraen de fuentes naturales y se utilizan ampliamente en tintes 
para colorear, en resinas, en jabones y ceras, en grasas comestibles, en cosméticos y en enjuagues 
bucales entre muchos otros usos (Mortensen 2006; Sigurdson et al. 2017). El consumo/uso de estos 
pigmentos se ha asociado con beneficios potenciales para la salud, y hoy en día, todavía se pueden 
encontrar anuncios de muchos productos que contienen clorofila, sobre todo suplementos dietéticos y 
nutracéuticos (Schoefs 2002).  
Los hallazgos de i nvestigación sobre las bioactividades de la clorofila se hicieron más 
accesibles a la comunidad científica en l os años 80 (Sato et al. 1986). Más recientemente, se han 
discutido los posibles efectos antimutagénicos, antiapoptóticos  y quimiopreventivos de la clorofila en 
el cuerpo humano (Egner et al. 2003; Kumar et al. 2004; Ferruzzi & Blakeslee 2007) y se han 
investigado otras actividades biológicas como la prevención de la diabetes (McCarty 2001), la 
protección contra los efectos deletéreos del estrés oxidativo, la protección frente a la radiación en 
terapias frente al cáncer (Ouameur et al. 2005) o incluso efectos inmunomoduladores de la actividad 
de las enzimas implicadas en el proceso de detoxificación de los xenobióticos (Sharma et al. 2007). 
6.2.4. Carotenoides
En la naturaleza se han encontrado más de 750 carotenoides presentes en plantas terrestres, 
hongos, bacterias y algas, de los cuales, unos 250 son exclusivamente de origen marino (Maoka 2011).
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Aunque se han encontrado muchos carotenoides en la naturaleza, aproximadamente 40 de ellos pueden 
ser absorbidos, metabolizados y utilizados en el cuerpo humano y alrededor de seis de estos pueden 
ser detectados en el suero sanguíneo (Britton & Khachik 2009). Algunos de los carotenoides 
(aproximadamente el 10%) pueden ser metabolizados en vitamina A (retinol). Los carotenoides son 
utilizados en la industria farmacéutica y cosmética (Wang & Curtis 2015) y algunos de e stos se 
encuentran exclusivamente en algas (Jeffrey & Vesk 1997).  
Tradicionalmente, los carotenoides se han venido utilizando como colorantes en el sector 
alimentario. De toda la variedad de carotenoides existentes en la naturaleza, solo algunos de ellos, se 
han aislado y utilizado comercialmente (Vílchez et al. 2011). En la actualidad, existe una fuerte 
demanda de pigmentos naturales en lugar de los obtenidos mediante síntesis química, ya que se 
sospecha que los compuestos de origen sintético podrían ser promotores para la carcinogénesis además 
de producir toxicidad hepática y renal (Abd et al. 2007). Desde entonces, los carotenoides naturales 
empezaron a usarse en la industria alimentaria, sustituyendo a los sintéticos (Kelloff et al. 2000). Así 
pues, los carotenoides pueden utilizarse en alimentos y bebidas para mejorar las propiedades 
organolépticas (zumos de frutas, refrescos, confitería, margarinas, productos horneados y lácteos) y en 
productos nutracéuticos debido, entre otros, a las propiedades antioxidantes que presentan (Burton &
Ingold 1984). Por lo tanto, los carotenoides se pueden aplicar en el ámbito de la alimentación animal 
para enriquecer el color amarillo en los huevos, mejorar el color de las aves, de los peces y los 
crustáceos, mejorar la apariencia de los alimentos para mascotas y mejorar los piensos para la 
acuicultura (Dufossé et al. 2005; Spolaore et al. 2006). 
Los carotenoides, ejercen un rol bioactivo en los seres vivos formando parte de los sistemas de 
defensa antioxidante actuando contra el daño oxidativo mediante la protección de la fracción lipofílica 
de las células principalmente evitando la peroxidación lipídica y mediante neutralización de especies 
reactivas de oxígeno (Polyakov et al. 2001). Varios estudios indican que una dieta rica en carotenoides 
puede reducir el riesgo de una variedad de trastornos humanos mediados por los radicales libres. Estos 
componentes actuarían previniendo el daño oxidativo (Jin et al. 2003; Christaki et al. 2010, 2013). En 
la actualidad, los datos epidemiológicos apoyan la existencia de un efecto protector de los carotenoides 
en el desarrollo del cáncer (Vílchez et al. 2011).  
6.2.5. Compuestos fenólicos
Los compuestos fenólicos o fenoles, son una clase numerosa y diversa de metabolitos 
secundarios que comprenden una familia de más de 8000 compuestos naturales los cuales poseen 
funcionalidades biológicas  relacionadas principalmente con sus propiedades antioxidantes (Croteau et 
al. 2000). Estos son compuestos orgánicos en cuyas estructuras moleculares contienen al menos un 
grupo fenol, un anillo aromático unido, al menos, a un grupo funcional (Vermerris & Nicholson 2008).
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Estos fitoquímicos son bien conocidos y pueden clasificarse en diferentes grupos estructurales que van 
desde fenoles simples hasta moléculas complejas como los ácidos fenólicos, cumarinas, taninos, 
ligninas, lignanos, estilbenos y flavonoides entre otros (Khoddami et al. 2013). Los compuestos 
fenólicos se biosintetizan principalmente a través de dos vías, la del ácido shikímico y la del acetato-
malonato (Tsao 2010). Cuando se trata de compuestos complejos como los flavonoides, se requieren 
ambas para su biosíntesis (Fatland et al. 2002). También, recientemente se ha hipotetizado que ciertos 
compuestos bromofenólicos que con tienen nitrógeno en su es tructura molecular, podrían actuar 
además como reservorio de nitrógeno en algas (Li et al. 2012). 
Dentro del grupo heterogéneo de compuestos fenólicos, están cobrando un mayor interés los 
compuestos fenólicos que contienen algún elemento halógeno en su composición. En concreto, los más 
estudiados por su capacidad bioactiva, son los compuestos bromofenólicos (BFs). Los primeros dos 
BFs fueron aislados del alga roja Rhodomela larix (Katsui et al. 1967) y posteriormente, se aislaron e 
identificaron muchos otros BFs nuevos de diversas especies de algas marinas, incluyendo algas rojas 
(Pedersén et al. 1974), algas pardas (Chung et al. 2003) y algas verdes (Flodin et al. 1999). Recientes 
estudios han revelado que los BFs muestran un amplio espectro de actividades biológicas beneficiosas 
en células animales (Kim et al. 2008, Kim et al. 2010), y por lo tanto han atraído mucha atención en el 
campo de los alimentos funcionales y en el ámbito farmacológico.  
7. Cultivo de algas: del laboratorio a escala piloto 
El cultivo y producción de algas a gran escala todavía presenta una serie de desafíos (Rawat et 
al. 2013). La selección de la especie para que se adapte eficazmente a los requerimientos de cultivo, es 
de suma importancia para lograr el éxito en la productividad de biomasa algal (Chisti 2007).
Idealmente, las especies seleccionadas a través de la ficoprospección, deben equilibrar los 
requerimientos de crecimiento con la producción de co-productos de valor agregado así como encontrar 
el mejor ajuste de características para las condiciones climáticas y la ubicación seleccionada (Rawat et 
al. 2013). En condiciones de crecimiento exterior, se ha demostrado que una amplia variedad de algas 
muestran variaciones estacionales, por lo que un estudio exhaustivo de la dinámica de la población 
resulta crucial. Esto es generalmente difícil y se requiere de un cribado previo de un gran número de 
especies si se pretende cultivar una especie novedosa (Wilkie et al. 2011).  
Los principales problemas técnicos a la hora del escalado, son el mantenimiento de la 
integridad del cultivo, el mantenimiento de la actividad fotosintética óptima, y el intercambio gaseoso 
además de la contaminación por otras algas, bacterias, herbívoros o cualquier otro organismo (Brennan 
& Owende 2010, Jorquera et al. 2010; Christenson & Sims 2011). El biofouling, ocasionado por la 
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contaminación de otras especies, se convierte en un grave problema si los organismos se adhieren a las 
paredes del tanque dificultando la penetración de la luz, provocando sombreado y reduciendo así la 
productividad por disminución de la tasa fotosintética (Rawat et al. 2013). Además, esto impediría el 
flujo del cultivo, requiriendo más energía y disminuyendo así la productividad (Day et al. 2012). Así 
pues, especies que posean estrategias de defensa química frente a estas especies, serían candidatas 
ideales para el cultivo a gran escala (Paul & Pohnert 2011). El uso de medios nutricionales de cultivo 
artificial a gran escala no es económicamente viable, por lo que es conveniente formular medios 
nutritivos alternativos que sean más baratos y más con disponibilidad de mercado. Estos podrían ser 
fertilizantes agrícolas de origen ecológico, o aguas residuales de distinta índole, las cuales tienen una 
carga importante en nutrientes disueltos fundamentalmente nitrogenados y fosforados (Hernández et 
al. 2006; Marinho-Soriano et al. 2011; Buschmann et al. 2017).  
El suministro de radiación fotosintéticamente activa (PAR) también se convierte en un factor 
limitante en cultivos de alta densidad tanto en sistemas abiertos como en cerrados, reduciendo así la 
productividad (Grobbelaar 2009). El suministro de CO2 es esencial para la prevención de la limitación 
del carbono. Menos del 10% de los recursos de CO2 están disponibles para las algas para su captación. 
El burbujeo del aire no es un s istema eficaz de suministro para estanques abiertos debido al corto 
tiempo de residencia (Moffitt & Cajas-Cano 2014) por lo que la optimización de la tecnología de 
aireación sigue siendo un reto de ingeniería actualmente. La eliminación del oxígeno también es 
imprescindible para la prevención del estrés fotooxidativo en fotobiorreactores. Dentro de todas las 
variables que más afectan al cultivo, los nutrientes y la radiación serían quizás las variables más 
importantes para optimización del cultivo. Además, la manipulación de estas variables servirían para 
la inducción de las especies a la producción de alto valor añadido (Figueroa et al. 2010). La gestión 
exitosa de estas variables interrelacionadas, es esencial para la elección de la ubicación geográfica del 
cultivo para la implementación de biorrefinerías con posibilidades de muchos beneficios económicos 
y ambientales (Jiang et al. 2016).  
7.1. Nutrientes 
Como se mencionó anteriormente, resulta técnica y económicamente inviable, la utilización de 
medios de cultivo artificiales para el cultivo de algas a gran escala. Por lo tanto, la investigación actual 
está encaminada en la producción de algas usando la capacidad que estas poseen para biofiltrar residuos 
(Ge & Champagne 2017). La investigación sobre el uso de macroalgas en sistemas de depuración de 
aguas para que actúen como biofiltro, comenzó en los años 70 (DeBoer & Ryther 1977, Harlin 1978).
Durante la última década se ha dado un impulso a la investigación en este campo publicándose 
numerosos estudios que demuestran que las aguas procedentes de acuicultura intensiva y semi-
intensiva pueden ser medio de cultivo adecuado para el crecimiento y la producción intensiva de 
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macroalgas que a su vez tendrán un papel biofiltrador de dichos efluentes (Abreu et al. 2011b; Figueroa 
et al. 2012; Buck et al. 2017). 
La selección de especies a través de la ficoprospección de algas con características adecuadas 
tanto para la producción de recursos biológicos como para la mitigación de desechos, es el camino más 
sostenible para el desarrollo generalizado de recursos basado en algas (Figura I.3) (Fang et al. 2016).   
Figura I.3. Uso de las algas como biofiltro para la depuración de aguas procedentes de la industria 
acuícola. La biomasa obtenida sería encaminada a la obtención de compuestos de distinta índole y con 
un valor agregado.  
Las macroalgas pueden retirar cantidades significativas de nutrientes orgánicos e inorgánicos. 
Las principales fuentes de nitrógeno (N) para macroalgas son el N inorgánico (NO3- y NH4+) y el N 
orgánico (fundamentalmente urea y aminoácidos), aunque muestran, generalmente, preferencia por el 
N-NH4+ (D’Elia & DeBoer 1978; Haines & Wheeler 1978; Harlin 1978; Döhler et al. 1995). El aumento 
de la disponibilidad de N bajo condiciones favorables de cantidad y calidad lumínica, como proceso 
fotorregulador, favorece la acumulación de pigmentos fotosintéticos (Rüdiger & López‐Figueroa 1992)
y compuestos fotoprotectores nitrogenados como los MAAs (Korbee et al. 2004a; Figueroa et al. 2012; 
Barceló-Villalobos et al. 2017) y también compuestos no nitrogenados como los compuestos fenólicos 
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(Celis-Plá et al. 2016). Sin embargo, por otro lado, la privación de N en el medio de cultivo favorece 
la síntesis y acumulación de lípidos (Griffiths & Harrison 2009), carbohidratos o carotenoides 
(Dragone et al. 2011; Lamers et al. 2012) en algas. 
7.2. Radiación Ultravioleta 
Desde un punto de vista biotecnológico, las algas expuestas a UVR (del inglés, Ultra Violet 
Radiation), pueden ser inducidas, potencialmente, a la síntesis y acumulación de compuestos derivados 
del metabolismo secundario: fotoprotectores, compuestos fenólicos, carotenoides u otras sustancias 
cuyo rol biológico en el organismo fotosintético, es la fotoprotección frente a UVR (Korbee et al. 2005; 
Roleda et al. 2012; De Oliveira et al. 2016). Otras estrategias ecofisiológicas son la biosíntesis de 
moléculas con propiedades antioxidantes, el incremento del grosor de la pared celular y la adopción de 
cambios morfológicos y estructurales a nivel celular (Schmidt et al. 2010; Figueroa et al. 2014). La 
UVR, por lo tanto, puede ser un mecanismo muy útil para inducción o estimulación del metabolismo 
secundario en algas. Numerosos estudios han demostrado como esta calidad espectral incrementa la 
carotenogénesis (Jahnke 1999, White & Jahnke 2002), la síntesis de compuestos fenólicos (Pavia et al. 
1998), de MAAs (Korbee et al. 2004a) y de escitoneminas (Dillon et al. 2002). Además, la UVR induce 
a la síntesis y activación de otras sustancias implicadas en la protección y detoxificación de productos 
metabólicos relacionados con el estrés oxidativo como las enzimas antioxidantes (Aguilera et al. 1991; 
Franklin & Forster 1997).  
8. Estrategias de optimización para la obtención de productos con alto valor añadido 
 El inducir a los organismos mediante estrategias fotorreguladoras y nutritivas para controlar la 
síntesis de compuestos de interés, es un práctica que está siendo aplicada y extendida en la actualidad 
(Xue et al. 2005; Griffiths et al. 2016). El contenido de N y P en el cultivo, resulta esencial ya que 
numerosos mecanismos de reparación celular para los daños causados por exposición a UVR, requieren 
de nitrógeno para la biosíntesis de enz imas y moléculas nitrogenadas las cuales se encuentran 
involucradas en estos procesos (Roy 2000). De lo contrario, la limitación de N en el medio acuático 
aumenta la sensibilidad a UVR y provoca una disminución de la fotosíntesis (Litchman et al. 2002). El 
aumento de la disponibilidad de N bajo condiciones favorables de cantidad y calidad lumínica, como 
proceso fotorregulador, favorece la acumulación de pigmentos fotosintéticos (Rüdiger & López‐
Figueroa 1992) y compuestos fotoprotectores nitrogenados como los MAAs (Korbee et al. 2004a; 
Figueroa et al. 2012) y no nitrogenados como los compuestos fenólicos (Celis-Plá et al. 2016). Sin 
embargo, por otro lado,  la privación de N en el medio de cultivo favorece la síntesis y acumulación de 
lípidos (Griffiths & Harrison 2009), carbohidratos o carotenoides (Lamers et al. 2012) en algas 
(Dragone et al. 2011). 
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El efecto interactivo entre la UVR y la disponibilidad de nitrógeno macroalgas rojas se ha 
observado en numerosos estudios (Korbee et al. 2004a; Huovinen et al. 2006; Barufi et al. 2011; 
Figueroa et al. 2014). Tanto la calidad y cantidad de radiación recibida, como el contenido nitrogenado 
del medio de cultivo, se ha observado que influye notoriamente en la acumulación de MAAs en 
experimentos realizados en laboratorio (Korbee et al. 2006).  
La optimización del crecimiento de las algas mediante el monitoreo de la actividad 
fotosintética se ha convertido en una técnica común y extendida en la biotecnología algal (Figueroa et 
al. 2013). Este método, permite monitorear el estado fisiológico y el rendimiento fotosintético de los 
organismos fotosintéticos en sistemas de cultivo. La monitorización de la fluorescencia in vivo de la  
clorofila a ha demostrado ser una técnica adecuada para medir el rendimiento fotosintético de una 
forma rápida, no intrusiva y sencilla (Figueroa et al. 2017). El monitoreo de la producción fotosintética 
también ha tenido éxito en el cultivo de macroalgas en efluentes de estanques de peces, siendo la tasa 
de transporte electrónico un buen estimador de la capacidad fotosintética (Figueroa et al. 2006). Las 
investigaciones actuales en esta materia, están encaminadas a correlacionar la productividad de la 
biomasa real (medida mediante pesaje) con la productividad de la biomasa estimada a partir de la 
producción fotosintética (obtenida a pa rtir de la tasa de t ransporte electrónico, ETR) además de 
controlar las actividades fotoquímicas y la fisiología del alga objeto de cultivo (Jerez et al. 2016). La 
información obtenida por esta técnica resulta de vital importancia y facilita la gestión de los cultivos 
algales con el objetivo de maximizar la producción de biomasa, ya que estas variables fisiológicas se
encuentran estrechamente vinculadas con la actividad fotobioquímica y por ende, con la síntesis de 
compuestos derivados del metabolismo secundario los cuales se pretenden obtener con el mayor 
rendimiento posible (Masojídek et al. 2010; Figueroa et al. 2013). 
9. Biorrefinería
El enfoque de la biorrefinería de algas incluye la utilización completa de la biomasa producida 
para la producción de productos de alto valor añadido como son alimentos y piensos, cosméticos y 
productos químicos finos, además del mercado de biocombustibles (Eppink et al. 2017). El coste de 
producción de las algas sigue siendo alto para la producción de biocombustibles (entre 5 y 50 € kg-1)
mientras que el coste de los biocombustibles es inferior aún (0.5 € kg-1). Además, la capacidad de 
producción sigue siendo varios órdenes de magnitud inferior a la requerida para cumplir los requisitos 
del mercado de biocombustibles (la capacidad de producción es inferior a 10 kT año-1 mientras que la 
capacidad requerida es > 50000 kT año-1). Así pues, el enfoque de l a biorrefinería, que incluye la 
producción de productos de alto valor añadido (con cotizaciones de mercado de hasta 3000 € kT año-
1), permitirá incrementar los ingresos potenciales por unidad de biomasa algas y posterior explotación 
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rentable en cuanto a la obtención de biocombustibles como co-producto obtenido en el contexto de la 
biorrefinería.  
Dentro del marco de la biorrefinería, el enfoque fotobiológico puede ayudar a aumentar la 
acumulación de compuestos específicos mediante el control del metabolismo, a través de estrategias 
fotorreguladoras y usando calidades lumínicas específicas, las cuales favorezcan la acumulación de 
compuesto carbonados o nitrogenados. Además, el crecimiento de la biomasa bajo estresores como 
UVR y/o la privación de nutrientes, puede optimizar la biosíntesis y posterior acumulación de 
sustancias de alto valor añadido, como fotoprotectores, antioxidantes e inmunoestimulantes. 
10.Usos cosmecéuticos de los compuestos bioactivos procedentes de algas. 
En la década de los 90, surgió el término “cosmecéutica”. Este término deriva de la 
combinación de las palabras cosméticos y productos farmacéuticos, lo que indica que es per se, un 
producto específico que contiene ingredientes biológicamente activos (compuestos bioactivos) 
(Vermeer et al. 1996). 
La cosmecéutica, como concepto diferenciado de la cosmética clásica, se caracteriza por su 
alta actividad biológica sobre el tejido dérmico y que, además de buscar el embellecimiento de los 
consumidores, aporta funcionalidades biológicas en la piel. Por lo tanto, la primera característica de la 
cosmecéutica, viene definida por el tipo de principio activo que contiene y por su concentración. Cada 
principio activo tiene un umbral de concentración en la fórmula final, por encima del cual se obtienen 
resultados verdaderamente efectivos testados científicamente, mientras que por debajo de estas 
concentraciones no se consigue ningún efecto. Las sustancias bioactivas derivadas de algas marinas, 
pueden brindar propiedades excepcionales a los cosméticos dotándolos de propiedades beneficiosas  
para la piel (Kim et al. 2008; Babitha & Kim 2011; Wijesinghe & Jeon 2011; Jahan et al. 2017). 
10.1. Antioxidantes 
Los compuestos bioactivos citados en el apartado 5.1, además de otras propiedades bioactivas, 
también presentan capacidad antioxidante inherentes a su na turaleza química (Cornish & Garbary 
2010). La investigación sobre la composición de los extractos algales se refiere principalmente a los 
antioxidantes naturales como una alternativa a los antioxidantes sintéticos, siendo importante 
reemplazar estos compuestos sintéticos por antioxidantes que tengan un origen natural (Sabeena Farvin 
& Jacobsen 2013). Los compuestos antioxidantes de fuentes marinas presentan actividades 
antioxidantes relativamente más altas, en comparación con los antioxidantes comerciales como son el 
BHA (hidroxibutilanisol) y el BHT (Butilhidroxitolueno) los cuales se aplican en muchos productos y 
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alimentos (Abd El-Baky et al. 2010). Los compuestos antioxidantes son biosintetizados, en todos los 
seres vivos para contrarrestar los daños biológicos causados por la oxidación de moléculas. En las 
algas, se producen especies reactivas de oxígeno (ROS; del inglés Reactive Oxygen Species) y de 
nitrógeno (RNS; del inglés Reactive Nitrogen Species) consecuencia de la realización de fotosíntesis 
oxigénica y en mayor medida dependiendo del nivel de estrés al que se vean sometidas en sus hábitats 
(Trostchansky et al. 2016). A pesar de su exposición a RS (ROS + RNS) perjudiciales, las algas carecen 
de daño oxidativo en sus componentes estructurales al poseer sistemas antioxidantes enzimáticos y no 
enzimáticos con una amplísima diversidad molecular (Tabla I.1). Estos antioxidantes, puede ser 
extraídos a partir de la biomasa algal y empleados en innumerables aplicaciones (Wells et al. 2016). 
Numerosos estudios han confirmado fuertes propiedades antioxidantes de compuestos aislados 
de algas marinas (O’Sullivan et al. 2011), sin embargo, poco se conocen de los efectos antioxidantes 
de los extractos algales en su conjunto y mucho menos de las sinergias entre estos (Miyashita 2014).
Los antioxidantes neutralizan los RS mediante reacciones de oxidorreducción, quelación de metales de 
transición y disolviendo compuestos de peroxidación (Gupta & Abu-Ghannam 2011). La utilización 
de antioxidantes algales, evitan la oxidación de los componentes, inhibiendo la formación de productos 
como resultado de la oxidación (Gupta & Abu-Ghannam 2011).  
Tabla I.1. Principales sistemas antioxidantes en algas.
No enzimático Antioxidantes hidrosolubles Referencias
Vitamina C (ácido ascórbico) Farasat et al. (2014)
Otras vitaminas Noda (1993)
Ficobiliproteínas Romay et al. (2003b)
Proteínas y péptidos Sheih et al. (2009)
Compuestos fenólicos Prior et al. (1998)
MAAs De La Coba et al. (2009)
Antioxidantes liposolubles
Carotenoides Hu et al. (2008)
Clorofilas Lanfer-Marquez et al. (2005)
Vitamina E (tocoferoles) Fryer (1992)
1PUFAs Kumar et al. (2011)
Polisacáridos Shao et al. (2014)
1DMSP y 2DMS Sunda et al. (2002)
Enzimático Superóxido dismutasa (SOD) Mallick & Mohn (2000)
Peroxidasa (POD)
Catalasa (CAT)
Glutatión reductasa (GR)
GSH (glutatión reducido)
1PUFAs: ácidos grasos poliinsaturados (del inglés: Polyunsaturated fatty acids)
2DMSP: dimetilsulfoniopropionato 
3DMS: dimetilsulfóxido 
Por lo tanto el uso de antioxidantes a partir de fuentes algales, neutralizarían los RS los cuales 
se han identificado como agentes en varias enfermedades tanto en la dermis como a nivel sistémico 
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(Devasagayam et al. 2004). Estos incluyen cáncer, enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, 
hipertensión, isquemia, reperfusión, diabetes mellitus, Alzheimer y Parkinson, artritis reumatoide y 
envejecimiento (Hernandez-Ledesma & Herrero 2013). Actualmente, los RS han sido implicados en 
más de 150 trastornos humanos, que van desde el shock hemorrágico, a través de cardiomiopatía, la 
fibrosis quística, el virus de la inmunodeficiencia humana e incluso la alopecia masculina (Halliwell 
& Gutteridge 2007).  
Las complejidades funcionales asociadas con los mecanismos de defensa antioxidantes son 
diversas, y su importancia relativa frente a las especies reactivas in vivo depende de cómo, dónde y qué 
especies reactivas (RS) se generan y qué objetivo de daño se mide. Por ejemplo, los compuestos 
fenólicos son bien conocidos potentes antioxidantes, pero su amplia diversidad y complejidad química 
hace que sea difícil correlacionar la potencia antioxidante in vitro con la actividad biológica específica 
in vivo (Scalbert et al. 2005). Si se considera la comercialización de las algas marinas por su actividad 
antioxidante, se requieren investigaciones adicionales para establecer la biodisponibilidad de 
compuestos específicos (Frankel & Finley 2008) además de garantizar la producción de productos 
estandarizados que los contengan (Jormalainen & Honkanen 2004).   
10.2. Citotoxicidad 
Los efectos citotóxicos de los extractos algales sobre diferentes líneas celulares están siendo 
estudiados en la actualidad en gran medida por los requerimientos de seguridad de la industria 
cosmética (Isnansetyo et al. 2017; Tannoury et al. 2017). Dentro de estos estudios, la actividad 
citotóxica en líneas celulares cancerosas y tumorales, se ha convertido en una de las especificidades 
más perseguidas y más importantes que presentan las algas, y muchas especies están demostrando 
poseer estos efectos bioactivos (Khalifa et al. 2016; Anastyuk et al. 2017). También, en el ámbito 
dermocosmético, la industria investiga nuevos componentes de aplicación en sus productos que posean 
efectos citotóxicos en melanoma y otros desórdenes de la piel (Teas & Irhimeh 2017) pero que no 
resulten citotóxicos en células dérmicas cuyo funcionamiento sea fisiológicamente normal (Zheng et 
al. 2016). Los polisacáridos de Hydropuntia cornea, han demostrado tener efectos antivirales y 
antiparasitarios (Mazumder et al. 2002; Moo-Puc et al. 2008) y los extractos de Gracilariopsis.
longissima, han demostrado poseer propiedades antimicrobianas (Stabili et al. 2010, 2012) así como 
antidiabética originada por su composición lipídica (Saeidnia et al. 2012).  
Los compuestos bioactivos algales (tanto en extractos como de forma aislada) poseen efecto 
citotóxico en células cancerosas y tumorales así como actividad inmunomoduladora (Xu et al. 2004;
Abdala-Díaz et al. 2010; Abdala et al. 2011; Romano et al. 2017). La investigación en este ámbito 
también se centra en dilucidar que compuestos concretos ejercen dichas bioactividades, aunque las 
sinergias que acontecen en los extractos algales, suscitan un mayor interés por la parte de la comunidad 
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científica ya que esto supone un aumento considerable de la capacidad bioactiva debido a la 
interacciones que se dan entre las sustancias (Choi et al. 2017).  
10.3. Propiedades inmunológicas 
Respecto a las propiedades inmunológicas de los compuestos obtenidos a partir de las algas, 
los estudios que se llevan a cabo pretenden inducir en macrófagos secreciones de citoquinas 
(interleucina IL-6), y activación de factores de necrosis tumoral (TNF-α), así como mediadores de 
inflamación como el óxido nítrico (NO) entre otros (Abdala et al. 2011). El papel principal del TNF-α 
es la regulación de las células inmunes, sin embargo, también se ha demostrado que reduce la 
replicación viral. Esta citoquina está implicada en la inflamación sistémica y estimula la reacción en 
fase aguda. Por otro lado, IL-6 es una citoquina multifuncional que puede ser proinflamatoria o 
antiinflamatoria dependiendo de la línea celular de que se trate y que regularía varias respuestas 
inmunes, incluyendo reacciones de fase aguda, y participando como un m ediador de la respuesta 
inflamatoria. Su producción es inducida por varios factores, incluyendo TNF-α, IL-1β y 
lipopolisacáridos de endotoxina bacteriana (Martinez et al. 1998).  
Dentro de la diversidad molecular presente en las algas, los polisacáridos son quizás los 
componentes que más peso tienen en cuanto a los efectos inmunológicos y que más se han estudiado.
En concreto, los polisacáridos sulfatados pueden desencadenar la estimulación celular o humoral del 
sistema inmune humano (Namikoshi & Rinehart 1996). Las fracciones efectivas de polisacáridos se 
encontraron principalmente en c ianobacterias, aunque recientemente, cada vez más se pone de 
manifiesto la potencialidad de los compuestos de algas rojas y verdes como potentes agentes 
inmunomoduladores (Liu et al. 2017; Qi & Kim 2017).  
10.4. Fotoprotección 
El uso de cosméticos para tratar la apariencia y la condición de la piel es común entre muchas 
culturas. La palabra "cosméticos" surge de una palabra griega "kosmeticos" que significa adornar 
(Korać & Khambholja 2011). Desde entonces, cualquier material utilizado para la mejora de la 
apariencia se conoce como “cosmético”. Esto hizo que la ciencia se interesara por la investigación 
cosmética y como resultado, más y más productos fueron desarrollándose y comercializándose pero, 
actualmente, un gran parte de la población mundial está mostrando una mayor inclinación hacia los 
cosméticos que tenga un origen natural preferentemente antes que un origen artificial o s intético 
(Vimaladevi 2005).  
Las algas, al contener en su composición una gran cantidad y variedad de compuestos 
bioactivos, han ganado un importante relevancia en el desarrollo de productos cosmecéuticos (Wang 
et al. 2014; Ariede et al. 2017) los cuales entre otras muchas propiedades que aportan al cosmético, 
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aumentan la fotoprotección y la capacidad antioxidante de la piel (Jahan et al. 2017). Estos compuestos 
proporcionan una protección de amplio espectro contra los efectos nocivos de la UVR (tanto A como 
B) y contra los radicales libres  que se originan durante la exposición solar (Lim et al. 2017). La 
acumulación de radicales libres conduce a patologías relacionadas con el fotoenvejecimiento como son 
la inflamación cutánea, el melanoma y cáncer de piel de otras patologías (Pallela et al. 2010). Así pues, 
la competencia entre los fabricantes de cosméticos es intensa. Debido a ello, las empresas actualmente 
formulan con ingredientes de  alto valor añadido y con propiedades bioactivas para crear nuevos 
productos que pueden reclamar beneficios específicos (Korać & Khambholja 2011). Ha habido un 
progreso considerable en la comprensión de los metabolitos algales y su posible aplicación como 
nuevos y potentes componentes en cosmecéuticos debido a que el medio marino es una rica y poderosa 
fuente de diversidad biológica y química, donde la industria biotecnológica ha puesto su punto de mira. 
El negocio global actual de la industria cosmética para el cuidado de la piel, se estima en miles de 
millones de dólares y augura un aumento más acusado en los próximos años (Jahan et al. 2017). La 
vehiculización de estos componentes algales, en concreto los MAAs, en formulaciones cosméticas de 
uso tópico, presentan valores de FPS similares a productos cosméticos que contienen filtros solares (de 
UVA y UVB) comerciales de origen sintético al mismo porcentaje (De la Coba 2007). Los MAAs no 
solo son efectivos contra el eritema actínico sino que también pueden fotoproteger de otros efectos 
biológicos como inmunosupresión o daño oxidativo (López Figueroa et al. 2009).  
Respecto a la fotoprotección, se ha propuesto un factor de protección solar más amplio 
denominado FAPEB (factor de protección frente a efectos biológicos) que el factor de protección solar 
(FPS) usado de forma clásica por la industria cosmética y formulado sólo para el eritema (López- 
Figueroa et al. 2009). Ensayos in vivo con animales de experimentación también demostraron la 
capacidad fotoprotectora de estos MAAs. La aplicación tópica del aminoácido tipo micosporina 
Porphyra-334, limitó de manera efectiva el desarrollo de reacciones fotoquímicas y bioquímicas de la 
piel propias del daño actínico agudo (eritema, edema, expresión de la proteína de es trés Hsp72, 
engrosamiento cutáneo, entre otros) además de contribuir a mantener el sistema defensivo antioxidante 
de la piel (De la Coba et al. 2009). Estos resultados avalan el gran potencial biotecnológico en la 
industria cosmética y farmacéutica de estas moléculas como filtros solares, debido a sus propiedades 
fisicoquímicas: absorción de la radiación UVA y UVB tanto in vitro como in vivo, gran estabilidad 
frente a diferentes condiciones de pH y temperatura y propiedades antioxidantes (De la Coba 2007). 
Por lo tanto, tal como se ha abordado en esta introducción, a raíz del descubrimiento de la 
propiedades de las algas en términos de mejora de la salud (propiedades anticancerígenas, 
inmunomoduladoras, antioxidantes, fotoprotectoras etc.) y el interés creciente del mercado por sustituir 
los componentes obtenidos mediante síntesis química por componentes naturales, se plantea como
objetivo en esta Tesis Doctoral evaluar la presencia y actividad biológica de estos compuestos en 
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extractos algales, buscar nuevas especies que puedan ser cultivadas con éxito, así como establecer y 
aplicar estrategias fotorreguladoras (efectos interactivos de la UVR y el nitrógeno) las cuales permitan 
estimular la producción de estos componentes en un marco ambientalmente sostenible con el fin de 
aplicar la biomasa producida, en forma de extractos, en diferentes preparados cosméticos. Estos 
presentarían capacidad fotoprotectora y antioxidante, sin causar citotoxicidad u otros efectos adversos 
en la en la piel. 
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Hipótesis 
Partiendo de la biodiversidad natural de las macroalgas en un estudio prospectivo, pretendemos  
encontrar especies con elevadas actividades antioxidantes relacionadas con la composición y 
concentración de compuestos bioactivos (como proteínas, lípidos, carbohidratos, aminoácidos tipo 
micosporina, compuestos fenólicos, pigmentos fotosintéticos). Los compuestos asociados al 
metabolismo secundario responderán de forma prioritaria al estrés ambiental, por lo que en esta Tesis 
Doctoral nos planteamos experimentar con macroalgas manipulando dos factores, la UVR y los 
nutrientes. Se ha seleccionado el amonio (NH4+) como nutriente a modular pues, además de ser la 
forma de N inorgánica incorporada preferentemente por las algas, es el que domina en los efluentes de 
piscifactorías en sistemas de acuicultura multitrófica integrada (IMTA) los cuales se pretenden emular. 
En este contexto, la hipótesis es que, las algas crecidas bajo UVR y altos niveles de N-NH4+,
acumularán mayor cantidad de compuestos bioactivos de i nterés biotecnológico, sin comprometer 
excesivamente la productividad de la biomasa. La aplicación de extractos algales a partir de la biomasa 
así producida, proporcionará un valor añadido a las formulaciones cosméticas convencionales en 
términos de fotoprotección, capacidad antioxidante y función inmunomoduladora. 
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Objetivos
 
 
El objetivo de este trabajo en líneas generales es la valoración de los compuestos bioactivos de 
macroalgas cultivadas en altos niveles de N-NH4+, emulando los efluentes de piscifactorías. Esta 
biomasa, enriquecida en compuestos bioactivos de alto valor mediante la inducción a partir de 
estrategias fotorreguladoras (radiación solar o artificial enriquecida con UVR) y nutritivas, dotaría a 
esta biomasa de un alto valor añadido en los mercados biotecnológicos actuales. Este objetivo se 
encuentra en si ntonía con los principios que rigen los sistemas IMTA y con el concepto de la 
biorrefinería (Figura O.1).  
Para dar cumplimento a este objetivo general se plantean los siguientes objetivos específicos:
- Caracterizar y seleccionar especies de macroalgas con alto potencial de biofiltración para el 
posterior uso de la biomasa como fuente de productos bioactivos. 
- Evaluar diferentes metodologías de extracción con diferentes solventes alcohólicos y 
hidroalcohólicos para la optimización de los procesos de extracción de sustancias bioactivas. 
- Estudiar los efectos interactivos del nitrógeno y la UVR sobre el crecimiento, fisiología y 
ultraestructura celular en Hydropuntia cornea, Gracilariopsis longissima y Halopithys 
incurva.  
- Describir los mecanismos de fotorregulación de las especies para la inducción de metabolitos 
secundarios de interés y evaluar los sistemas antioxidantes en base a los tratamientos 
nutricionales y lumínicos. 
- Determinar las condiciones óptimas de crecimiento en base a la producción de biomasa, tasa 
de crecimiento y eficiencia fotosintética de las especies seleccionadas. 
- Estudiar el cultivo de macroalgas a una escala superior con el fin de evaluar su productividad 
en términos de biomasa, biofiltración de nutrientes y producción de compuestos bioactivos: 
del laboratorio a condiciones naturales de radiación solar.  
- Demostrar las propiedades inmunológicas a partir de ensayos in vitro con líneas celulares 
estandarizadas y evaluar la citotoxicidad. 
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- Evaluar el uso de extractos algales en cosmética y su uso como fotoprotector natural. 
- Elaborar un producto cosmético a partir de extractos obtenidos de las especies estudiadas y 
otros ingredientes empleados en cosmética natural. 
Figura O.1. Esquema general para la interconexión de todos los aspectos que se abordan en esta Tesis 
Doctoral basado en el concepto de “biorrefinería”. 
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Material y métodos generales 
El material y métodos común a todos los capítulos de esta presente Tesis Doctoral se detalla 
en el presente apartado “Material y métodos generales”. Los específicos de cada capítulo, se describen 
y detallan en cada uno de ellos.
1. Medidas de la radiación 
La irradiancia espectral fue medida con un espectrorradiómetro Sphere Optics SMS-500
(Contoocook, New Hampshire U.S.A.) (Figura M.1), el cual está dotado de un sensor plano que se 
coloca perpendicularmente a la fuente de luz y permite determinar la irradiancia en el rango espectral 
de entre 250-800 nm con una precisión de ± 1 nm. Las unidades en las que expresa la irradiancia son 
W m-2. Estas unidades energéticas, pueden ser convertidas a unidades fotónicas a partir de la Ley de 
Planck (Planck 1901).  
E = (n · c · h · A) / λ
donde: E = energía (W m-2); n = flujo fotónico (µmol m-2 s-1); c = velocidad de la luz (m s-1); h = cte. 
de Planck (6.63 x 10-64); A = número de Avogadro (mol-1) y λ = longitud de onda (nm).
Figura M.1. Espectrorradiómetro Sphere Optics SMS-500 y software informático para el tratamiento 
de datos.
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La irradiancia se monitorizó cada 5 min en  el experimento que se llevó acabo en el Capítulo 
4, empleando  un r adiómetro data logger Zippo-HU12-PAR/UV (Figura M.2) dotado con sensores  
PAR: SQ-212 (400-700 nm) y UVA: LPUVA01 (315-400 nm). Para la extracción de datos, se empleó 
el software  HOBOware.
Figura M.2. Radiómetro data logger Zippo-HU12-PAR/UV. 
1.1. Fuentes de radiación 
Se denomina luz (del latín lux, lucis) a la parte de la radiación electromagnética que puede ser 
percibida por el ojo humano, esta región espectral está comprendida entre 400-700 nm. En fotobiología, 
el término luz se usa en un sentido mucho más aplicado e incluye todo el campo de la radiación
conocido como espectro electromagnético que tiene relación con algún proceso biológico.  
1.1.1. Radiación artificial
Para los experimentos realizados en cámaras de cultivo, se emplearon lámparas que emiten luz 
en la banda espectral de radiación activa fotosintética (PAR, λ =400-700 nm) (Figura M.3A). Las 
lámparas utilizadas fueron: lámparas fluorescentes, Phillips TL5 HO-ECO 50W (Koninklijke Philips 
Electronics, Países Bajos). Las lámparas empleadas que emiten luz en la banda del UVA (λ = 315-400 
nm) y en UVB (λ = 280-315 nm) fueron las QP-340 (Q-Panel, EE.UU.). El espectro electromagnético 
de esta lámpara presenta un 3.2 y un 70.5% de UVB y UVA respectivamente. Así pues, en el desarrollo 
de esta Tesis Doctoral se estudian dos combinaciones espectrales: PAR (del inglés, Photosynthetically 
Active Radiation) (λ = 400-700 nm) y PAB: PAR+UVA+UVB (λ = 280 – 700 nm) las irradiancias y 
dosis que se detallan en la Tabla M.1. 
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Figura M.3. Irradiancia espectral para los tratamientos espectrales PAR y PAB, expresada en unidades 
relativas (A), y espectro de transmisión para los cilindros en los que se cultivaron las algas (B). Los 
tratamientos espectrales y los cilindros fueron empleados en los Capítulos 2 y 3 de esta Tesis Doctoral. 
Tabla M.1. Irradiancias de PAB [PAR (400-700 nm) + UVB (280-315 nm) + UVA (315-400 nm)] 
y PAR (400-700 nm) empleadas en los Capítulos 2 y 3 de esta Tesis Doctoral. Dosis de radiación 
integrada y efectos biológicos* expresados en KJ m-2 para los diferentes tratamientos.
PAR PAB
UVB (W m-2) 0.02 0.6
UVA (W m-2) 0.7 12.7
PAR (µmol m-2 s-1) 141 146
UVA/UVB 24.2 20.4
UVR/PAR 0.02 0.43
UVB dosis diaria integrada 14 36
UVA dosis diaria integrada 381 731
PAR dosis diaria integrada 1782 1928
Fotoinhibición de cloroplastos* 0.12 4.01
Inhibición de la fotosíntesis* 0.01 3.10
Daño en el ADN* 0.01 0.03
Peroxidación lipídica* 0.05 2.09
*Efectos biológicos citados en el epígrafe 1.2. 
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1.1.2. Radiación natural 
La luz solar, en el más amplio sentido, es el espectro total de radiación electromagnética 
proveniente del Sol emitida en forma de fotones por los procesos de termonucleares que acontecen en 
él. Esta radiación llega a l a Tierra y sufre procesos atmosféricos de filtrado modificando la forma 
espectral resultante (Figura M.4A). La intensidad y la distribución espectral de la radiación solar que 
llega a la superficie terrestre dependen de la composición de la atmósfera. A nivel de la superficie, el 
6.4% de la radiación la comprende la UVR, el 48% la radiación visible (PAR) y el 45.6% la radiación 
infrarroja. Para el experimento desarrollado en el Capítulo 4, en el Banco Español de Algas, se 
utilizaron además de la exposición a la radiación solar natural, invernaderos fabricados con  
policarbonato Suntuf® para filtrar la UVR solar (Figura M.4B).
Figura M.4. Espectro solar (en negro) y espectro filtrado por invernadero (en gris) (A). El invernadero 
filtra el 100% de la radiación UVB, y transmite el 2.7% de la radiación UVA y el 72.3% de la radiación 
PAR (B). 
1.2. Dosis de radiación y espectros de acción 
La efectividad de un tipo de radiación en producir una respuesta biológica depende de su 
longitud de onda (Rundel 1983). Por lo tanto, se puede expresar el efecto de un tipo de radiación en un 
proceso biológico mediante una función ε(λ) que se denomina espectro de acción o espectro 
biológicamente activo. Esta función se normaliza asignándole el valor de 1 a la longitud de onda de 
mayor efectividad. Estas funciones son de gran utilidad para realizar estudios comparativos, ya que 
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permite estandarizar medidas de radiación de distintas zonas geográficas o procedentes de distintas 
fuentes de radiación artificial. 
Cuando la irradiancia espectral se multiplica por la función que representa el espectro de acción 
para un proceso biológico, se obtiene la irradiancia espectral biológicamente efectiva para ese proceso. 
Función que integrada en el tiempo da la dosis biológicamente efectiva de radiación. 
Dosis Biológica Efectiva = dtdI
t
t


 
1
2
1
2
)()·(
Donde I(λ) es la irradiancia espectral, ε(λ) es la efectividad biológica relativa y t es el tiempo.
En esta Tesis Doctoral, para los experimentos donde se cultivaron especies algales, se
emplearon los espectros de acción para daño en el ADN, fotoinhibición de cloroplastos, inhibición de 
la fotosíntesis, fotoisomerización, daños generalizados y peroxidación lipídica (Jones & Kok 1966; 
Caldwell 1971; Setlow 1974; Gibbsl et al. 1993; Morliere et al. 1995; Flint & Caldwell 2003). Se 
calculan las dosis biológicas efectivas en unidades de KJ m-2 en los Capítulos 2 y 3.
2. Temperatura y pH 
La temperatura en los experimentos que se realizaron en los Capítulos 2, 3 y 4, se monitorizó 
en continuo usando un sensor de temperatura data logger de la marca HOBO® Water Temp Pro V2 
(Figura M.5A). Los datos se extrajeron usando el software HOBOware. El pH se midió mediante  dos 
pH-metros ambos de la marca Crison®: portátil pH 25+ (B) y estático pH-meter Basic 20+ (Figura 
M.5C).  
Figura M.5. Sensor de temperatura HOBO® Water Temp Pro V2 (A), pH-metro portátil pH 25+ 
Crison (B) y pH estático pH-meter basic 20+ Crison (C). 
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3. Biofiltración de nitrógeno
3.1. Cuantificación de amonio (N-NH4+) en agua de mar 
La determinación del catión amonio (NH4+) en agua de mar (Capítulo 4) se realizó  de acuerdo 
a Timothy et al. (1984) mediante una reacción colorimétrica. La formación del complejo coloreado 
(azul de indofenol) que se desarrolla por la reacción entre el amonio, hipoclorito sódico y fenol en 
presencia de nitroprusiato sódico dando como resultado un color azul estable (durante 24 h) el cual se 
determina espectrofotométricamente a 640 nm. Se realizó una recta patrón con NH4Cl a u na 
concentración comprendida entre 10-200 µM en matraces aforados de 50 mL. 
3.2. Cálculo de la eficiencia de eliminación de amonio (NUE)
La biofiltración del N-NH4+ fue determinada a lo largo del experimento justo después de la 
recolección y ajuste de la biomasa a 9 g L-1 para cada uno de los tratamientos experimentales. Para 
ello, se tomaron alícuotas a la entrada y a la salida de los tanques de experimentación en cada uno de 
los tratamientos. Como control, se utilizó agua de mar natural. La eficiencia de absorción de nitrógeno 
(NUE) se expresó como porcentaje (%). 
NUE (%) = 100 – ([NH4+]Salida · 100 / [NH4+]Entrada) 
donde: NH4+salida es la concentración (µM) de amonio a la salida y NH4+entrada es la concentración de 
amonio a la entrada de los tanques. 
3.3. Cálculo de la tasa de asimilación de amonio (NUR)
La tasa de asimilación/incorporación/eliminación de nitrógeno (NUR) es un p arámetro que 
proporciona información del consumo de nitrógeno por parte de los organismos biofiltrantes (en mmol 
de NH4+) en función del caudal de entrada y de la superficie del tanque de cultivo:  
NUR = Q [(NH4+)Salida - (NH4+)entrada] / A 
donde: NUR = (mmol m-2 h-1); Q = caudal volumétrico (L h-1); NH4+ = concentración de amonio y A = 
superficie del tanque de cultivo (m2).
3.4. Productividad de nitrógeno 
El rendimiento de nitrógeno también es usado por numerosos autores para calcular la eliminación 
de nitrógeno en el medio por parte de un biofiltro (Mata et al. 2007). El cálculo es sencillo y resulta del 
producto de la productividad de la biomasa por el contenido de N interno. 
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ηN = P · Nc 
donde: ηN = rendimiento de nitrógeno (mg N m-2 d-1); P = productividad de la biomasa (g PS m-2 d-1)
y Nc = nitrógeno contenido en la biomasa (mg N g-1 PS). 
4. Medios de cultivo empleados
Para el mantenimiento y crecimiento de la biomasa previo a la realización de los experimentos, 
se utilizó el medio Provasoli (Provasoli 1963) (Tabla M.2). A un litro de agua de mar, se añaden 20 
mL del medio que se detalla a continuación, ajustando su pH a 8.2 y conservándolo una vez preparado 
a 4ºC. Para preparar un litro de este medio de cultivo se emplean las siguientes cantidades de cada 
componente: 
Tabla M.2. Composición del Medio Provasoli.
Agua destilada 600 mL
Tris buffer (Tris Hidroximetilaminometano) 3 g
Nitrato sódico 2.1 g
Glicerofosfato sódico 0.3 g
Yoduro potásico 1.6 mg
Óxido de germanio 0.25 g
Vitamina B12 (5 mg · 500 mL-1) 6 mL
Tiamina (100 mg ·100 mL-1) 3 mL
Biotina (5 mg · 500 mL-1) 3 mL
Solución de metales P-II 150 mL
Solución de hierro-EDTA 150 mL
Solución de metales P-II, añadir a un litro de agua destilada:
Titriplex III (Ácido etilendiaminotetraacético disódico dihidrato) 1.10 g
Ácido bórico 1.14 g
FeCl3 · 6H2O 0.049 g
MnSO4 · H2O 0.124 g
ZnSO4 · 7H2O 0.022 g
CoSO4 · 7H2O 0.005 g
Solución de hierro-EDTA, añadir a un litro de agua destilada:
Titriplex III (Ácido etilendiaminotetraacético disódico dihidrato) 0.726 g
Fe (NH4)2(SO4)2 · 6H2O 0.7 g
5. Medida de la tasa de fotosíntesis por fluorescencia in vivo de la clorofila asociada al 
fotosistema II. 
En la actualidad, existen numerosas técnicas o metodologías para estimar la fotosíntesis a partir 
de los procesos físicos (calor, fluorescencia, etc.) o a partir de productos del metabolismo fotosintéticos 
(O2, CO2) que ocurren durante la fotosíntesis. En esta Tesis Doctoral se empleó para estimar la 
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fotosíntesis in vivo de manera rápida y no intrusiva, la técnica de la medida de fluorescencia in vivo de 
la clorofila a asociada al fotosistema II (PSII, del inglés Photosystem II). Esta técnica permite 
determinar, los rendimientos cuánticos, la capacidad fotosintética y la cantidad de energía que se 
transfiere a la cadena de transporte electrónico y la que se disipa en forma de calor durante la 
fotosíntesis (Schreiber et al. 1986). 
La emisión de fluorescencia de la clorofila a se extiende entre 660 y 760 nm y fueron evaluadas 
mediante el uso de un fluorímetro Diving-PAM (Walz) (Figura M.6). Existen dos mecanismos que 
compiten durante los procesos de desexcitación, son la conversión fotoquímica de e nergía en los 
centros de reacción del PSII y los mecanismos no fotoquímicos a nivel de antena y de centros de 
reacción. Debido a la intervención de ambos mecanismos la eficiencia potencial de emisión de 
fluorescencia disminuye (Figura M.6). 
Figura M.6. Uso de la energía lumínica en condiciones fisiológicas. La mayor parte de esta se usará 
en el proceso fotosintético, mientras que la energía que no pueda ser empleada se disipará en forma de 
calor o reemitida en forma de luz (fluorescencia). Esta fluorescencia se midió con un fluorímetro 
Diving-PAM (Walz) 
A temperatura ambiente la fluorescencia variable se origina casi exclusivamente por el PSII, a 
una temperatura de unos 77 K se observaría fluorescencia tanto del PSII (λmáx = 690 nm) como del PSI
(λmáx emisión=730 nm) (Björkman 1987). Cuando todos los centros de reacción están abiertos se
alcanza el nivel mínimo de rendimiento fluorescente F0, cuando se aplica el pulso de saturación se 
alcanza el máximo rendimiento fluorescente Fm, en este punto están todos los centros de reacción 
cerrados. La diferencia entre ambos parámetros (Fm - F0) se denomina fluorescencia variable Fv que 
indica el potencial de transporte electrónico del PSII para un estado fisiológico determinado. A la 
proporción entre Fv/Fm, se le denomina rendimiento cuántico máximo. Cuando existe una 
preadaptación a unas determinadas condiciones de luz la medida instantánea de fluorescencia (Ft)
refleja la existencia de un número de centros de reacción reducidos por lo que la emisión máxima de 
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fluorescencia disminuye, reflejándose como Fm´. Así pues, se define el rendimiento cuántico efectivo 
de emisión de fluorescencia (∆F/Fm´), siendo (∆F = Fm´- Ft) análogo a Fv/Fm pero para organismos 
aclimatados a condiciones de luz como:  
∆F/ Fm´ = Y(II) = (Fm´ - Ft) / Fm´ 
Para determinar el rendimiento máximo de fluorescencia de clorofila del PSII (Fv/Fm), las 
muestras de algas fueron incubadas por 15 min en oscuridad (Schreiber et al. 1986; Schreiber & Bilger 
1993; Schreiber et al. 1994; Figueroa et al. 2003; Figueroa et al. 2014). Tras este período de incubación 
lo suficientemente largo como para establecer un estado estacionario reproducible en el que se asume 
que todos los centros de reacción están oxidados o abiertos, el pool de plastoquinonas está oxidado y 
las ATPasas y los enzimas del ciclo de Calvin inactivas (Schreiber et al. 2003). 
Esta medida indica la eficiencia máxima en los procesos de conversión de energía fotoquímica 
de un organismo fotosintético adaptado a oscuridad, es decir, la máxima capacidad fotosintética o de 
aprovechamiento energía lumínica. La fluorescencia basal (Fo) se midió tras el encendido de la luz de 
medida y tras el pulso de saturación de 4000-5000 μmol m-2 s-1 y de una duración de 800 ms se obtiene 
la fluorescencia máxima (Fm). Fv es Fm - Fo y la proporción de Fv/Fm es el rendimiento máximo. Este 
parámetro es un buen indicador de la eficiencia fotosintética máxima del organismo fotosintético en 
cuestión (Genty et al. 1989).
5.1. Tasa de transporte de electrónico (ETR, Electron Transport Rate).
Representa una estimación del tránsito electrónico a través de la cadena de transporte 
electrónico (Genty et al. 1989). Su cálculo está basado en la determinación del rendimiento cuántico 
efectivo de emisión de fluorescencia y en los valores de irradiancia incidente (E) sobre la muestra 
empleando la siguiente ecuación: 
ETR = ∆F/Fm’ · E · A · FII (μmol e- m–2 s–1)
donde, ∆F/Fm’ es el rendimiento efectivo del PSII a una determinada irradiancia PAR incidente (E), A 
es la absorptancia la cual se define como 1-T-R, siendo T la transmitancia (fracción de la irradiancia 
incidente que es transmitida a través del tejido) y R la reflectancia. Por último FII es la fracción de 
clorofila asociada al Fotosistema II (PSII), en general en algas rojas se considera 0.15, en algas verdes 
0.5 y en algas pardas 0.8 (Grzymski et al. 1997; Figueroa et al. 2014). Esta variable puede ser 
ligeramente diferente dependiendo de la irradiancia o dosis que reciba el organismo fotosintético a 
estudiar (Suggett et al. 2004; Johnsen & Sakshaug 2007).   
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La irradiancia incidente (E) procede de la lámpara halógena del DIVING-PAM con 12 niveles 
de intensidad expresada en µmol de fotones m-2 s-1 (1 = 12.3; 2 = 49.8; 3 = 88.6; 4 = 162.6; 5 = 220.1; 
6 = 317.5; 7 = 423.6; 8 = 591; 9 = 864; 10 = 1281; 11 = 1854; 12 = 2962) incubando 20 segundos en 
cada uno de ellos, o bien de una fuente externa de luz no asociada a ninguno de los fluorímetros. A
partir de estas incubaciones, se produce una variación de la respuesta de ETR o Y(II) a cada cantidad 
de luz, lo cual permitirá construir la curva fotosintética-irradiancia o curva rápida de luz (RLC). 
5.2. Curvas Rápidas de Luz (RLC)
A partir del modelo matemático tangencial fotosíntesis-irradiancia (F/I) propuesto por Eilers 
and Peters (1988), se calcularon, mediante ajuste matemático de l a curva, los parámetros 
fundamentales a, b y c (Figura M.7): 
La producción fotosintética máxima (ETRmax), definida como la capacidad máxima de 
transporte de electrones, se obtuvo a partir de los parámetros anteriores: 
Se determinó también la eficiencia fotosintética (αETR) como la pendiente de la función 
tangencial F/I: 
La irradiancia de saturación de la fotosíntesis (EkETR): 
Por último, se calcula la irradiancia óptima (Im), en la cual, la fotoinhibición es inhibida en un 
26% de acuerdo a Ritchie (2008): 
Cabe destacar que cuando la extensión de la fase de saturación es grande, la Im y la EkETR, están más 
distanciadas 
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Figura M.7. Ejemplo de una RLC de Hydropuntia cornea (Capítulo. 4) a partir de la cual, se calculan 
los diferentes parámetros fotosintéticos. α es la eficiencia fotosintética (calculada por la tangente desde
el ángulo α), ETRmax es la tasa de transporte electrónico máxima, Ek es la irradiancia de saturación y 
Im es la irradiancia óptima.  
5.3. Amortiguamiento no fotoquímico (NPQ)
El amortiguamiento no fotoquímico (NPQ) se calculó de acuerdo a Schreiber et al. (1995) 
como:  
NPQ = (Fm - Fm') / Fm' 
El NPQ máximo (NPQmax) y la pendiente inicial de NPQ frente a la función de irradiancia (αNPQ) se 
obtuvieron de la función tangencial de NPQ frente a la irradiancia de acuerdo con Eilers y Peeters 
(1988a). Por último, la irradiancia de saturación para NPQ (EkNPQ) se calculó a partir de la 
intersección entre NPQmax y αNPQ. 
5.4. Rendimientos fotosintéticos 
El cálculo de los parámetros para los rendimientos fotosintéticos se hizo de acuerdo a los 
procedimientos matemáticos descritos por Klughammer & Schreiber (2008). Estos rendimientos 
cuánticos describen exhaustivamente el destino de la energía de excitación en el PSII y permiten una 
comprensión profunda de la capacidad del organismo fotosintético para hacer frente al exceso de 
energía de excitación o de conversión fotoquímica en el PSII. Los parámetros de los rendimientos 
fotosintéticos son tres: el rendimiento efectivo o de conversión fotoquímica en el PSII: Y(II);
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rendimiento de la pérdida de energía no fotoquímica y no regulada en el PSII Y(NO) y rendimiento de 
la pérdida de energía no fotoquímica regulada en el PSII Y(NPQ). La suma de los tres parámetros 
siempre es 1: 
Y(II) + Y(NPQ) +Y(NO) = 1 
donde: Y(II) es Fm'– F'/Fm'; Y(NO) es F'/Fm' y Y(NPQ) es F'/Fm' - F'/Fm. 
5.5. ETR como estimador de la productividad de la biomasa
Para el Capítulo 4, se estimó la productividad de la biomasa (g PS m-2 d-1) a partir del ETR 
(µmol e- s-1) de acuerdo a la metodología empleada por (Jerez et al. 2016). El valor de ETR empleado 
fue el valor máximo de ETR (ETRmax) calculado a partir de la monitorización en un ciclo diario 
completo para la primera y última semana del experimento. Para ello, es necesario calcular previamente 
la producción de carbono (mol C m-2 d-1) a partir de dicho ETR cuyo cálculo emplea el requerimiento 
cuántico (QR; del inglés Quantum requeriment), siendo este parámetro el número de mol de fotones 
necesarios para producir un mol de oxígeno (Kromkamp et al. 2008). De acuerdo a Figueroa et al. 
(2003a), se consideró el valor teórico de 1/8 para el requerimiento cuántico, lo cual significa que se 
necesitan 8 fotones (absorbidos) tanto por el PSI y PSII, para producir una molécula de oxígeno. Se 
asumió además un valor teórico de 1.2 para la eficiencia fotosintética (PQ; del inglés Photosynthetic 
quotient). Este PQ indica la cantidad de moles de O2 necesarios para fijar un mol de C. Este valor de 
PQ depende de la fuente de nitrógeno, siendo 1.1-1.2 para NH4+ (Laws 1991). La siguiente ecuación 
quedaría como: 
Producción de Carbono (mol C m-2 d-1) = ETRa · QR · PQ-1
La productividad de biomasa para los cultivos macroalgales se expresa habitualmente por 
unidad de área (g PS m-2 d-1). De acuerdo con esto, se estimó la productividad de la biomasa (en 
adelante eBP; del inglés estimated Biomass Productivity) considerando el contenido interno de 
carbono. 
eBP (g PS m-2 d-1) = Pc · (Mc / C) 
donde Pc es la productividad de carbono fotosintético, Mc es la masa molar de C (12 g mol-1) y C es 
el contenido de carbono total contenido en la biomasa en mg g-1 PS. 
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6. Relación Peso fresco / Peso seco (PF/PS), cenizas y materia orgánica 
Se tomaron muestras para cada una de las especies (diferentes pesos para cada una de ellas con 
el fin de poder estimar la relación a partir de una recta) (n=10) y se determinaron los pesos frescos (PF) 
empleando una balanza de precisión. El peso seco (PS) se determinó después de mantener las muestras 
durante 24 h a una temperatura de 60 ºC (Figura M.8A) en una estufa VENTI-LINE (VWR®) de 
acuerdo al metodología descrita por Peckol & Rivers (1996). El contenido de materia orgánica (%) y 
posteriores cenizas resultantes, se estimó midiendo la pérdida de material por ignición a 550ºC en un 
horno de combustión Naberthem (Model L5/11) durante 3.5 h (Figura M.8B).  
Figura M.8. Determinación de la relación PF/PS en estufa VENTI-Line (VWR) (A) y determinación 
del contenido de materia orgánica y cenizas por ignición en horno de combustión (Nabertherm, Modelo 
L5/11) (B). 
7. Tasa de crecimiento y producción 
La tasa de crecimiento se calcula a partir del incremento de peso fresco con respecto al tiempo. 
Los cálculos para la tasa de crecimiento se realizaron de acuerdo a D’Elia & DeBoer (1978).
µ = [100 · Ln (Wt / Wo)] / t 
donde: µ = crecimiento diario en porcentaje; Wt = biomasa el día t y Wo = biomasa inicial. 
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La producción de biomasa (mBP; del inglés measured Biomass Productivity) se calculó acorde 
a DeBoer & Ryther (1977): 
mBP = (Nt – No) / (t · A) 
donde: mBP = productividad en g PS · m-2 · d-1; Nt = biomasa el día t; No = biomasa inicial; A = área 
superficial del tanque de cultivo (m2).
8. Biovolumen 
Las dimensiones geométricas de los talos centrales (primera ramificación) de Hydropuntia 
cornea (Capítulo 4), se calcularon de acuerdo a las fórmulas geométricas de un cilindro elipsoidal 
mediante observación al microscopio óptico. 
La ecuación de una elipse es: 
(x2 / a2) + (y2 / b2) = 1 
La excentricidad de la elipse se define con la letra “e”. A esta integral se la denomina integral 
elíptica completa de segunda especie. 
e = c / a 
“c” es la semidistancia focal y queda definida cómo: 
c = √𝐚𝟐 − 𝐛𝟐
Una fórmula aproximada de la longitud de la elipse (L) sería: 
L ≈ π (3 (a + b) − √(𝟑𝐚 + 𝐛)(𝐚 + 𝟑𝐛)
La superficie o área de base de un cilindro elíptico es: 
Abase = π · a · b
La superficie o área lateral de un cilindro elíptico es: 
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Alateral = L · h 
La superficie total (S) de un cilindro elíptico es: 
Stotal = (2 · Abase) · (Alateral) 
Y el volumen de un cilindro elíptico sería: 
V = S · h 
donde: h es la altura del cilindro la cual es considerada como 1. 
9. Microscopía 
9.1. Microscopía óptica 
El microscopio óptico (LM del inglés, Light Microscopy) es un elemento esencial para los 
estudios generales de histología puesto que nos permite observar las diferentes características 
morfológicas de las células y los tejidos en algas. Se basa en el uso de lentes para aumentar los rayos 
de luz que atraviesan una muestra de tejido. En el Capítulo 3 de este trabajo, se utilizó un microscopio 
de epifluorescencia (Olympus BX 41) equipado con el software de imagen Q Capture Pro 5.1 
(Qimaging Corporation, Austin, TX, EE.UU.) ubicado en la Universidade Federal de Santa Catarina 
(Brasil). 
9.1.1. Tinción PAS 
La técnica de PAS (ácido peryódico-Schiff) es y ha sido utilizada durante mucho tiempo por 
numerosos investigadores como método para la identificación de macromoléculas que presentan 
hidratos de carbono en su estructura. Aun así, la reacción PAS positiva puede deberse a la presencia 
de otras moléculas muy diferentes a los hidratos de carbono. Por lo tanto, según Pearse (1985) la 
especificidad del PAS para la detección de hidratos de carbono no puede ser aceptada sin una 
cualificación a posteriori. Los hidroxilos libres de dos átomos de carbono adyacentes (como los grupos 
1,2-glicol de las hexosas) de macromoléculas tisulares pueden ser visualizadas histoquímicamente 
mediante la oxidación a dialdehídos (con el ácido peryódico) y posterior condensación de los grupos 
aldehídos con agentes cromogénicos como el reactivo de Schiff (Spicer 1961; 1962). Los grupos 
hidroxilos adyacentes visualizados por el PAS, están presentes principalmente pero no exclusivamente 
en residuos de carbohidratos. Los azúcares pequeños son solubles y, por lo tanto, no r esisten los 
diferentes lavados durante el procedimiento. 
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9.1.2. Tinción TB-O 
La tinción con azul de toluidina (TB-O), es una tinción policromática para paredes celulares. 
La solución de azul de toluidina se utiliza para demostrar la presencia de celulosa y demás moléculas 
de naturaleza estructural (O’brien et al. 1964). Para las dos tinciones que se emplearon en esta Tesis 
Doctoral (Capítulo 3), las muestras de aproximadamente 5 µm se fijaron en 2.5% de paraformaldehído, 
en tampón fosfato (PBS: 0.1 M, pH 7.2) durante toda la noche de acuerdo a la metodología empleada 
por Schmidt et al. (2009). Posteriormente, las muestras se deshidrataron siguiendo una serie de 
soluciones acuosas de etanol en aumento creciente de concentración. A continuación se infiltraron con 
Historesina (Leica Historesin, Heidelberg, Alemania). Después de esta etapa, se tiñeron con 0.5% azul 
de toluidina (TB-O), pH 3.0 (Merck Darmstadt, Alemania), y por último se tiñeron con ácido periódico 
de Schiff (PAS) que se utiliza para identificar polisacáridos neutros como se describe por Schmidt et 
al. (2012). 
9.2. Microscopía electrónica de transmisión 
El empleo del microscopio electrónico de transmisión (TEM del inglés, Transmission Electron 
Microscopy) permite obtener imágenes celulares con gran detalle a nivel ultraestructural. Esta técnica 
de visualización posee una gran potencia amplificadora, permitiendo visualizar y obtener fotografías 
de entre 10 a 200.000 aumentos frente a los 550 de la microscopia óptica convencional. 
9.2.1. Preparación de las muestras 
La técnica de preparación de muestras para su observación al microscopio electrónico de 
transmisión puede ser dividida en varios pasos: fijación, deshidratación, infiltración e inclusión, corte 
y observación. Este proceso se inicia con la muestra hidratada y finaliza cuando la misma, libre de agua 
y preservada, es inmersa en una matriz de resina plástica donde puede ser preservada por mucho 
tiempo. Esta penetra al interior de la célula sustituyendo al agua y le confiere suficiente firmeza para 
hacer posible la obtención de secciones o co rtes de en 50 a 120 nm. Los cortes obtenidos son 
posteriormente contrastados y observados al TEM. Posteriormente, los talos se someten al proceso de 
“fijación” en una solución de paraformaldehído 3% en PBS 0.1 M (pH 7.2) durante 12 h en frío. Pasado 
este tiempo, las muestras son sometidas a varios lavados (3x 20 min) únicamente con PBS 0.1 M (pH 
7.2) y se someten al proceso de “postfijación” mediante el empleo de tetróxido de osmio (OsO4) al 2-
4% con la finalidad de añadir densidad y contraste al tejido (Bozzola & Russell 1992). Después, las 
muestras se someten a un proceso de “deshidratación” para sustituir el agua en el material biológico 
por un líquido que actúe como solvente entre el medio celular acuoso y la resina de inclusión 
(hidrofóbica). Con este paso, se pretende lograr el  reemplazo del medio acuoso utilizando una serie 
de concentraciones ascendentes de etanol (agente deshidratante) previo paso para la etapa de 
“inclusión”. Durante la “inclusión”, el tejido es endurecido mediante infiltración de sustancias 
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polimerizantes que solidifiquen en su interior sin afectar a las características del mismo para obtener 
“bloques”. Con ello se consigue obtener cortes del orden de µm a nm, según el medio de inclusión, sin 
que el tejido se rompa o se deteriore. Además, es un buen método para preservar las muestras durante 
largos periodos de tiempo donde se utilizó la resina Spurr preparándose de acuerdo a Spurr (1969). 
Posteriormente, los bloques solidificados se someten a ultramicrotomía. Mediante este 
procedimiento, se obtienen secciones ultrafinas a partir de las muestras incluidas/confinadas en los 
bloques (Figura M.9). Para obtener los cortes ultrafinos se realizaron una serie de operaciones usando 
el ultramicrotomo que permite obtener cortes con un grosor de entre 0.1-0.5 µm.  
Figura M.9. Ultramicrotomo LEICA EM UC7 (1) ubicado en el Servicio de Microscopía (SCAI); 
corte ultrafino (50-90 nm) (2) en cuchilla de diamante (DiATOME); Muestras incluidas en una matriz 
de resina Spurr. 
 Una vez obtenidos los cortes mediante ultramicrotomía, se efectuó la “contrastación”. Esta fase 
consiste en conferir contraste a los cortes obtenidos. Para eso se utilizan soluciones de sales de metales 
pesados: citrato de plomo (C12H10Pb3O14) y acetato de uranilo (UO2(CH3COO)·2H2O)), los cuales 
contienen iones de alto número atómico, es decir, con un importante número de electrones y protones 
capaces de desviar el haz de electrones incidentes sobre la muestra. Para preparar la solución saturada 
de acetato de uranilo, se añadió una cantidad de es ta sal, a 50 mL de EtOH (70%) y se agitó 
vigorosamente durante 30 segundos. Se dejó reposar la solución por 1 h antes de su uso y se guardó a 
temperatura ambiente y en oscuridad. La solución de citrato de plomo se preparó añadiendo 4 g de 
citrato de plomo y 5.3 g de citrato trisódico a 90 mL de agua bidestilada. Luego se añadieron 25 mL 
de hidróxido de sodio (NaOH) 1N y se completó el volumen con agua bidestilada hasta un volumen 
final de 150 ml. Posteriormente, ambas soluciones son filtradas usando filtros Whatman Nº5 (2.5 µm). 
Por último,  para realizar la contrastación, se colocan las rejillas (con los cortes hacia abajo) y se van 
agregando gotas de ambas soluciones. Se m antienen por 10 m in a temperatura ambiente, para 
finalmente lavar con abundante agua destilada. 
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9.2.2. Observación de los cortes 
A diferencia del microscopio óptico, el mecanismo de visualización de la muestra, se basa en 
el empleo de un haz de electrones incidente que atraviesa la muestra ultrafina, obteniéndose 
información ultraestructural de la muestra según las pérdidas específicas de los diferentes electrones 
del haz. Las muestras previamente preparadas, fueron observadas en el microscopio electrónico de 
transmisión JEOL-JEM 1400 (USA) ubicado en los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigación 
(SCAI) de la Universidad de Málaga (Figura M.10). Dicho microscopio está provisto de una cámara 
de alta resolución Gatan ES1000W, con una resolución de  11 megapíxeles y montaje lateral elevado 
la cual permite obtener imágenes con gran amplitud de campo y exc elente nitidez. Mediante este 
equipo, la sombra de los detalles finos y de la ultraestructura es proyectada sobre una pantalla 
fluorescente formando una imagen visible o sobre una placa fotográfica registrándose la imagen en 
formato de altísima calidad y resolución. Para la observación y tratamiento de los cortes, se empleó el 
software DigitalMicrograph® V.3.4, el cual se encarga de sacar todo el partido a la cámara con 
funciones clásicas y avanzadas de control y tratamiento de las imágenes. 
Figura M.10. Microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM-1400 de hasta 120 kV con cámara de 
alta resolución Gatan ES1000W. 
10. Cuantificación de pigmentos 
10.1. Clorofilas y carotenoides 
La clorofila a y los carotenoides totales se extrajeron mediante disolventes orgánicos. Se 
empleó el método y las ecuaciones cromáticas de Wellburn (1994). Se emplearon de entre 15-20 mg 
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de peso fresco del alga por réplica. Las muestras se trituraron en un mortero colocado sobre una base 
de hielo para mantener la temperatura alrededor de 4ºC al igual que para la extracción de clorofilas y 
carotenoides. Para cada uno de los análisis, se añadió a la muestra entre 1.5-2 mL de metanol 100% y 
se trituró con  la ayuda de un mortero y mediante el empleo de arena de mar como agente abrasante. 
Los extractos se transfirieron a tubos de 1.5 mL y se sometieron a centrifugación por 10 min a 5000 g. 
Por último, se determinó las densidades ópticas para el cálculo de la concentración empleando un 
espectrofotómetro UVMini-1240 (modelo Shimadzu, Columbia, USA). La ecuación para el cálculo de 
la concentración de clorofila a fue la siguiente: 
Chl a = (16.72 · A665.2) 
donde: Chl a = concentración de clorofila (µg mL-1) a y A = absorbancia a dichas longitudes de onda 
( nm). A cada una de las absorbancias, se le restó la absorbancia medida a 750 nm, la cual corrige la 
turbidez de la muestra. La ecuación para el cálculo de la concentración de carotenoides totales fue la 
siguiente:  
Cx+c = [(1000 · A470) – (1.63 · Chl a)] / 221 
donde: Cx+c = carotenoides totales (µg mL-1)  y A = absorbancia a dichas longitudes de onda ( nm). A 
cada una de las absorbancias, se le restó la absorbancia medida a 750 nm, la cual corrige la turbidez de 
la muestra. Para expresarlo en mg de clorofila o carotenoides por gramo de peso seco, se multiplicó 
por el volumen de extracción y se dividió por el peso seco de la muestra analizada a partir de la relación 
PF/PS. 
10.2. Ficobiliproteínas 
Las ficobiliproteínas se pueden extraer totalmente debido a los enlaces covalentes que se 
establecen entre los cromóforos y la fracción apoproteica del pigmento. Las muestras (de entre 20-50 
mg) se trituraron en un mortero colocado sobre una base de hielo para mantener la temperatura 
alrededor de 4ºC al igual que para la extracción de clorofilas y carotenoides, y se añadieron 2 mL de 
PBS 0.1M (pH = 6.5). Posteriormente se centrifugó el extracto hidrosoluble durante 15 min a 4ºC y a 
10.000 g. Este extracto se empleó para cuantificar las ficobiliproteínas y también las proteínas solubles.
El contenido de ficobiliproteínas se determinó según Kursar et al. (1983): 
FC = (151.1 · A614) – (99.1 · A651) 
FE = (155.8 · A498.5) – (40.0 · A614) - (10.5 · A651) 
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donde: FC y FE son ficocianina y ficoeritrina respectivamente (µg mL-1) y A es la absorbancia o
densidad óptica a dichas longitudes de onda ( nm). A cada una de las absorbancias, se le restó la 
absorbancia medida a 750 nm, la cual corrige la turbidez de la muestra. Para expresarlo en mg de 
ficobiliproteínas por gramo de peso seco, se multiplicó por el volumen de extracción y se dividió por 
el peso seco de la muestra analizada a partir de la relación PF/PS. 
11. Análisis elemental
El análisis elemental es una técnica que proporciona el contenido total de carbono y nitrógeno 
presente en un amplio rango de muestras de naturaleza orgánica e inorgánica tanto sólidas como 
líquidas. Para ello, se utilizó un ana lizador elemental LECO CHNS 932 ubi cado en los Servicios 
Centrales de Apoyo a la Investigación (SCAI) de la Universidad de Málaga (Figura M.11). La técnica 
está basada en la completa e instantánea oxidación de la muestra mediante una combustión con oxígeno 
puro a una temperatura aproximada de 1000ºC. Los diferentes productos de combustión CO2, y N2, son 
transportados mediante el gas portador (He) a través de un tubo de reducción y después selectivamente 
separados en columnas específicas para ser luego desorbidos térmicamente. Finalmente, los gases 
pasan de forma separada por un detector de conductividad térmica que proporciona una señal 
proporcional a la concentración de cada uno de los componentes individuales. Se utilizó como patrón 
EDTA (ácido etilendiaminotetraacético), molécula cuyo contenido en carbono y nitrógeno (%) es bien 
conocido. 
Figura M.11. Analizador elemental LECO CHNS 932 ubicado en las instalaciones de los Servicios 
Centrales de Apoyo a la Investigación (SCAI) en la Universidad de Málaga. 
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12. Cuantificación de las principales macromoléculas 
12.1. Proteínas solubles 
Las proteínas solubles se determinaron de acuerdo a Bradford (1976) a partir del sobrenadante 
del extracto preparado para la extracción y cuantificación de ficobiliproteínas. Para la cuantificación 
del contenido en proteínas solubles se empleó el reactivo Bio-rad® (Bio-Rad Protein Assay, GmbH, 
Alemania). Este método se basa en que la unión a proteínas provoca un cambio en el máximo de 
absorción para una solución ácida de Coomassie Brilliant Blue G-250 desde 465 nm a 595 nm (Figura 
M.12). Para la cuantificación de las proteínas solubles, se añadieron 50 μl del extracto a 750 μL del 
tampón de extracción, la reacción comienza tras completar 1 mL de reacción con 200 μL de reactivo 
Bio-rad®. Tras agitar las muestras se mantuvieron durante 15 min a temperatura ambiente y 
transcurrido este tiempo se determinó la absorbancia a 595 nm. Para la elaboración de la recta patrón, 
se empleó albúmina bovina en un rango de concentraciones de 0 a 20 μg mL-1. Esta recta patrón se 
hace a partir de un stock de 100 μg mL-1. 
Figura M.12. Reacción colorimétrica entre las proteínas contenidas en el extracto y el reactivo 
Bradford para dar el complejo azul (proteína + reactivo Bio-rad®).
12.2. Carbohidratos totales 
La cuantificación de carbohidratos se realizó de acuerdo a la metodología propuesta por Brooks 
et al. (1986). Se pesaron de entre 50-100 mg de liofilizado o 200 mg de peso fresco. El reactivo de 
antrona se preparó disolviendo 0.2 g de antrona en 100 mL de H2SO4. A 50 µL de extracto, se añadieron 
2 mL de reactivo de antrona y se agitó vigorosamente durante 20 s (Figura M.13). Se dejó enfriar en 
un baño de agua fría durante 2 min y posteriormente se incubaron las muestras a 100° C en un baño 
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termostatizado durante 10 min. La absorbancia se midió a 625 nm. Para obtener la recta patrón se 
empleó D-glucosa como patrón en concentraciones de 10 a 100 mg L-1. El resultado se expresó como 
almidón equivalente (% de almidón) multiplicando por el factor de 0.9 de acuerdo a Bharath Kumar & 
Prabhasankar (2015). 
Figura M.13. Mecanismo de reacción entre el reactivo de antrona y el extracto algal (previa 
termohidrólisis ácida) para dar el complejo verde-azulado. 
12.3. Lípidos 
12.3.1. Método espectrofotométrico (SPV) 
Para la cuantificación de lípidos totales en todos los capítulos de esta tesis, se empleó el método 
fotocolorimétrico de la Sulfo-Fosfo-Vainillina (SPV) de acuerdo a Mishra et al. (2014). Los lípidos 
reaccionan con el ácido sulfúrico a altas temperaturas para la formación de iones carbonilo (Figura 
M.14). En una segunda etapa, éstos, en presencia de fosfovainillina dan una coloración rosada. La 
intensidad del color formado es proporcional a la concentración de lípidos totales presente en la 
muestra ensayada (Cottet 1965; Kaplan & Glucose 1984). Para ello, se preparó el reactivo 
fosfovainillina disolviendo 0.6 g de vanillina en 100 mL de H2Od (reactivo PV) y se completó con 
ácido fosfórico (H3PO4) hasta 500 mL de volumen total. Posteriormente, se tomaron 50 µL de muestra 
(100 mg de biomasa algal extraídos en 1 mL de cloroformo:metanol; 2:1), y se adicionó un 1 m L 
H2SO4. Hecho esto, las muestras fueron incubadas por 30 min a 100 °C en un baño termostatizado.
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Cuando las muestras se enfriaron, se añadieron 2 mL del reactivo PV. Por último, la absorbancia se 
midió a 625 nm. Para obtener la curva de calibrado, se utilizó como patrón trioleína, un triglicérido 
derivado del glicerol a unas concentraciones de entre 0.1-0.6 mg L-1.
Figura M.14. Pasos para la cuantificación de lípidos totales mediante el método fotocolorimétrico 
(SPV). Adaptado de Mishra et al. (2014). 
12.3.2. Método gravimétrico 
Para el Capítulo 4, donde se planteó el análisis de ácidos grasos en Hydropuntia cornea sometida a 
diferentes tratamientos, se utilizó el método gravimétrico para la determinación de lípidos totales de 
acuerdo a Folch et al. (1957), ya que, para cuantificar mediante cromatografía de gases estos ácidos 
grasos, los lípidos tienen que ser primeramente extraídos gravimétricamente y posteriormente, 
transesterificados. Para ello, se pesan entre 50-200 mg de biomasa colocados en tubos de vidrio y se 
añaden 5 m L de cloroformo: metanol (2:1) con 0.01% BHT (butilhidroxitolueno) como agente 
antioxidante para evitar la oxidación de los lípidos durante todo el proceso. Posteriormente, se 
homogeniza la biomasa en el solvente mediante un dispersor ultra-turrax (T10, Ika Works Inc., USA), 
durante 5 min en frío. Una vez realizado este paso, se añaden a cada muestra 2 mL de KCl al 0.88 % 
(m/v) para conseguir la separación de fases (Figura M.15A). Para lograr esto, es necesario someter las 
muestras a centrifugación durante 5 min (2000 rpm). Las fases resultantes son dos: una parte superior 
(sales + metanol) y una parte inferior  (lípidos + cloroformo). Finalmente, las muestras se someten a 
filtración haciendo uso de embudos de cristal y papel de filtro (Figura M.15B). Después las muestras 
se enfrían a -20ºC durante 20 min para eliminar la capa de sal que se forma. El cloroformo donde los 
lípidos se encuentran disueltos se evapora con ayuda de N2. El cálculo de contenido de lípidos en la 
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muestra es un rendimiento y se calcula en porcentaje de lípidos con respecto a la biomasa seca de 
partida: 
Lípidos (%) = [Lípidos (g) / Biomasa (g PS)] * 100 
Figura M.15. Adición de KCl para la separación de fases (A) y posterior filtración en embudos de 
cristal y mediante el uso de papel de filtro (B). 
12.3.3. Transesterificación de ácidos grasos 
Los lípidos totales obtenidos mediante el método gravimétrico de Folch, son sometidos al 
proceso de transesterificación. A grandes rasgos, la reacción de transesterificación implica tres grupos 
de reacciones según un é ster reaccione con un alcohol (alcohólisis), con un ácido carboxílico 
(acidólisis) o con otro éster (interesterificación) (Formo 1954). La reacción de transesterificación 
metanolítica de lípidos algales, es aquella en la cual, una molécula de triglicérido reacciona con un 
alcohol (metanol) para dar ésteres metílicos o ésteres de ácidos grasos y glicerina (Schuchardt et al. 
1998) (Figura M.16). Esta reacción consta de tres etapas consecutivas reversibles en las que el 
triglicérido es convertido consecutivamente en diglicérido, monoglicérido y glicerina (Freedman et al. 
1986). Los lípidos totales se transesterificaron con ácido sulfúrico al 1% en metanol según la 
metodología descrita por Christie (1982).   
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Figura M.16. Representación esquemática de la reacción de transesterificación de lípidos extraídos de 
macroalgas con metanol para producir ésteres metílicos de ácidos grasos (FAMEs del inglés Fatty Acid 
Methyl Esters) que pueden ser aprovechados en su conjunto como biodiesel, y glicerina (glicerol) un 
subproducto. 
El procedimiento a seguir para la transesterificación fue el siguiente: se añaden 1 m L de 
tolueno con BHT (50 mg L-1) a un máximo de 80 m g de lípidos previamente obtenidos 
gravimétricamente. Los tubos se llenan con N2 para evitar la oxidación y se sellan. Posteriormente, los 
tubos son incubados durante 16 h a 50ºC en un baño termostatizado, en oscuridad y si es posible en 
agitación. Pasado este tiempo se dejan enfriar. A continuación, se añaden 3.5 mL de agua ultrapura 
(Milli-Q) y 4 mL de hexano: dietil éter (1:1) con BHT al 0.01% (m/v). Se agita y se centrifugan por 5 
min a 5000 g. Realizado este paso, se transfiere la fase superior a un tubo nuevo. Al tubo de partida, 
se le vuelven a añadir 4 mL de hexano: dietil éter (1:1) (ahora sin BHT). Acto seguido, se añaden 3 
mL de KHCO3 al 2% al tubo que contiene las dos fases superiores extraídas, se agita, se centrifuga y 
se transfiere la fase superior a un tercer tubo. Por último, en cuanto a la fase de transesterificación los 
tubos se someten a evaporación con N2 para eliminar el solvente orgánico. 
Realizados los pasos anteriores, se impregna un cartucho sep-pack amino de NH2 con 1-2 mL 
de Hexano y se disuelven los FAMEs con 1-2 mL de Hexano. La muestra es transferida al cartucho y 
se coloca un tubo debajo para ser obtenida gota a gota (gravimétricamente) y con ayuda de un sistema 
de vacío (Figura M.17). Nuevamente, la muestra ya recogida y pasada por el cartucho, se evapora hasta 
la sequedad, se pesa y se diluye hasta alcanzar una concentración de 40 mg de FAMEs por mL de 
Hexano. Finalmente, las muestras se pasan a viales septum, los cuales, serán llevados al cromatógrafo 
de gases. 
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Figura M.17. Filtrado en cartuchos sep-pack de NH2 usando una bomba de vacío. 
12.3.4. Caracterización y cuantificación de FAMEs  
La caracterización y cuantificación de los FAMEs, se realizó mediante cromatografía de gases. 
Se empleó un cromatógrafo de gases modelo Focus GC (Thermo Scientifics, EE.UU.) el cual se ubica 
en los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigación (SCAI) de la UMA (Figura M.18). El 
procedimiento analítico se realizó de acuerdo a las condiciones descritas por Izquierdo et al. (1990). 
Figura M.18. Cromatógrafo de gases y automuestreador acoplado utilizados en este trabajo 
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En el método de separación de los FAMEs se empleó una columna forte BPX70 (70% 
cianopropil polisilfenileno-siloxano) 60 m  x 0,25 mm y 0.25 mm de diámetro de la marca SGE 
Analytical Science y helio como gas transportador. La temperatura inicial de la columna fue de 140ºC 
durante 10 min, luego se elevó a 240ºC a razón de 2.5 ºC min-1 y por último se mantuvo a 240º C 
durante 10 m in más. La detección de los FAMEs se realizó a través de un detector FID y la 
cuantificación según tiempos de retención referenciados a un patrón estándar de FAMEs (Supelco 37 
comp. 47885-U) compuesto por 37 tipos de ésteres metílicos de ácidos grasos.  
13. Métodos para determinar la capacidad antioxidante 
Métodos no enzimáticos: la actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero 
puede ser determinada por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidación 
controlado. Según Clarkson (1995), en la medición de una muestra oxidante, pueden usarse 
intermediarios o productos finales para valorar la actividad antioxidante. La actividad antioxidante de 
una muestra no puede ser determinada basándose solamente en un ensayo de prueba, sino que en la 
práctica, se realizan muchos métodos para la evaluación de la capacidad antioxidante tanto in vitro
como in vivo. Sin embargo, es necesario considerar que los modelos presentan diferentes variaciones 
y por lo tanto, pueden dificultar un poco la comparación de los resultados entre un método y otro. Con 
base a las reacciones químicas, la gran mayoría de los ensayos para determinar de capacidad 
antioxidante se fundamentan en dos mecanismos de reacción:
1. Ensayos basados en la reacción por transferencia de átomos de hidrógeno (HAT) como el 
DPPH y ABTS entre otros. 
2. Ensayos basados en la reacción por transferencia de electrones (ET) (Huang et al. 2005),
como el BBM entre otros. 
Métodos enzimáticos: las células de todos los organismos, son pr otegidas contra el estrés 
oxidativo gracias una compleja red de enzimas antioxidantes (Davies 1995, Sies 1997). El superóxido 
(O2-) liberado por procesos como la fosforilación oxidativa, primero es convertido en peróxido de 
hidrógeno (H2O2) e inmediatamente reducido para generar H2O. Esta ruta de detoxificación es el 
resultado de múltiples enzimas con la superóxido dismutasa (SOD) catalizando el primer paso y luego 
las catalasas (CAT) y varias peroxidasas (POX) que eliminan el peróxido de hidrógeno (H2O2)
intermediario. Todas ellas fueron evaluadas en esta Tesis Doctoral (Capítulo 4) con la finalidad de 
profundizar en el metabolismo antioxidante en algas expuestas a UVR y N. 
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13.1. Antioxidantes totales 
13.1.1. ABTS 
El método ABTS es uno los métodos espectrofotométricos que más han sido aplicados para 
medir la capacidad antioxidante total de soluciones o sustancias puras. La técnica para la generación 
del radical catión ABTS+, implica la producción directa del cromóforo ABTS+ verde-azul a través de 
la reacción entre ABTS (2, 2'-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-ácido sulfónico) y persulfato potásico 
(K2S2O8) (Re et al. 1999). Este radical generado, presenta tres máximos de absorción a las longitudes 
de onda de 342, 413, 645, 727 y 811 nm lo cual confiere al método una ventaja con respecto a otros 
métodos antioxidantes al disponer de varias longitudes de onda que no solapan con moléculas presentes 
en la mezcla a evaluar. La adición de los antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS (Figura 
M.19). De esta manera el grado de dec oloración puede ser cuantificado espectrofotométricamente 
como porcentaje de inhibición del catión ABTS+ por adicción de una sustancia antioxidante.  
Para llevar a cabo el ensayo, se preparó una disolución acuosa que contenía 7 mM de ABTS y 
2.45 mM de persulfato potásico (solución ABTS), manteniéndose en oscuridad y a temperatura 
ambiente durante al menos 12-16 h para garantizar la completa formación y estabilidad del radical 
ABTS+. Pasado este tiempo, en una cubeta de cuarzo de 1 mL se añadieron progresivamente: 940 µL 
de PBS 50 mM (pH = 7), 10 µL de solución de ABTS+ (de forma que la absorbancia del conjunto sea 
de entre 0.7-0.75 aproximadamente) y 50 µL de muestra. Se tomaron medidas de absorbancia antes de 
añadir la potencial sustancia antioxidante (absorbancia inicial) y una vez añadida, se agitó bien y se 
tomaron lecturas pasados los 7-8 min de reacción (absorbancia final). El cálculo de la actividad 
antioxidante se realizó de la siguiente manera: 
AA% = [(A(inicial) – A(8min)) / A(inicial)] · 100 
donde: Ainicial = es la absorbancia en el tiempo cero y A8min = es la absorbancia al finalizar la reacción 
(8 min). En este trabajo, la absorbancia se midió a 413 nm. 
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Figura M.19. Estructura molecular del catión ABTS+ y mecanismo de reacción con el extracto 
potencialmente antioxidante obtenido de la biomasa algal. Modificado de Zulueta et al. (2009).
Ejemplo de decoloración del radical mediante adición de diluciones seriadas de extracto 
hidroalcohólico de Gelidium corneum. 
13.1.2. DPPH 
Entre los métodos para cuantificar la capacidad antioxidante, el método DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo) es el más rápido, el más simple (no incluye muchos pasos para la realización del 
ensayo) es de menor costo en comparación con otros métodos. Sin embargo, solo cuantifica la fracción 
hidrofílica de las soluciones o extractos, a diferencia del método ABTS el cual se puede aplicar a 
antioxidantes que se encuentren en una matriz hidrofílica o lipofílica (Alam et al. 2012). Este método 
fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostró por primera vez la capacidad del radical libre 
DPPH- para aceptar un átomo de hidrógeno proveniente de una molécula de cisteína. La molécula 
DPPH es conocida por actuar como un radical libre. El procedimiento analítico en esta tesis, se hizo 
de acuerdo al método modificado por Brand-Williams et al. (1995). Para ello, se utilizó un volumen de 
150 µL (de una solución 1.27 mM de DPPH en metanol 80%), 1.35 mL de metanol al 80%, y
posteriormente se añadieron 50 µL de muestra. Hecho esto, la reacción da comienzo y tras 30 min a 
temperatura ambiente (~20°) se midió la absorbancia a 517 nm (Figura M.20). Los cálculos se hicieron 
en base a al procedimiento empleado por Kulisic et al. (2004) y es exactamente el mismo que para el 
método ABTS, a diferencia del tiempo. 
AA% = [(A(inicial) – A(30min)) / A(inicial)] · 100 
Material y métodos generales 
92
 
donde: Ainicial = es la absorbancia en el tiempo cero y A30min = es la absorbancia al finalizar la reacción 
(30 min) a 517 nm. 
Figura M.20. Estructura molecular del radical DPPH y mecanismo de reacción para el método DPPH. 
Neutralización/decoloración completa del radical DPPH (B) por acción de antioxidantes presentes en 
el extracto (Gracilariopsis longissima). En la cubeta control (A), debido a que no hay  sustancias 
antioxidantes, el radical DPPH no es neutralizado. 
13.1.3. Método de decoloración del β-caroteno (BBM) 
El método de decoloración del β-caroteno (BBM por sus siglas en inglés: β-carotene bleaching 
method) es ampliamente utilizado para la determinación de la capacidad antioxidante de diferentes 
algas con interés biotecnológico (Duan et al. 2006; Wang et al. 2009; Millao & Uquiche 2016). Se trata 
de un método espectrofotométrico que mide la inhibición que causa un antioxidante sobre la 
decoloración del β-caroteno en un sistema acuoso emulsificado con Tween 20 (Monolaurato de 
polioxietilen (20) sorbitano) y ácido linoleico (Ácido (9Z, 12Z)-9,12-Octadecadienóico). El β-caroteno 
presenta un máximo de absorción a 470 nm. Este máximo varía cuando la molécula se oxida, ya que 
pierde dobles enlaces y la estructura del cromóforo de la molécula se ve alterada, perdiendo así su 
característico color naranja pudiendo ser detectado espectrofotométricamente (Figura. M.21) 
(Jayaprakasha et al. 2001). La actividad de la solución se evaluó según el grado de decoloración del β-
caroteno, aplicando la fórmula propuesta por Hidalgo et al (1994) con algunas modificaciones: 
AA% = [(Pmuestra - Pcontrol) / (PReferencia - Pcontrol)] · 100 
donde: P = pendiente de las curvas de decoloración obtenidas (Abs/tiempo) para la muestra a ensayar, 
para el control (emulsión + solvente) y para el antioxidante de referencia (trolox). 
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Figura M.21. Cinética de decoloración del β-caroteno para el control (solo emulsión), para una 
solución de Trolox (10 µM) y para 250 µL de extracto hidroalcohólico de Gracilariopsis longissima. 
13.1.4. Expresión de la actividad antioxidante total 
Como antioxidante de referencia para los 3 métodos antioxidantes empleados en esta Tesis 
(ABTS, DPPH y BBM), se utilizó trolox (ácido-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxílico). 
Esta es la sustancia antioxidante más empleada por los investigadores (Oehlke et al. 2011). Es un 
análogo químico de la Vitamina E con gran potencia antioxidante (Davies et al. 1988) y con su uso, 
pueden realizarse comparaciones con otras investigaciones sobre la capacidad antioxidante de 
sustancias de distinta índole (diferentes proporciones de los reactivos, concentraciones y tiempos de 
medición). Para cada uno de los métodos, se realizó una curva patrón con concentraciones de entre 1–
50 µM. Los resultados se expresaron como µmol TEAC (del inglés, Trolox Equivalent Antioxidant 
Capacity) g-1 PS. Para los tres métodos descritos anteriormente, se empleó un espectrofotómetro 
UVMini-1240 (modelo Shimadzu, Columbia, USA). 
13.2. Enzimas antioxidantes
13.2.1. Glutatión reductasa (GR) 
La glutatión reductasa (GR) es una flavoenzima dependiente del NADPH que cataliza la 
reducción del glutatión oxidado (GSSG) a glutatión reducido (GSH) el cual será utilizado por la 
glutatión peroxidasa (GPX) para la reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2) y de lipoperóxidos (L-
OOH), los cuales, son elementos tóxicos para la célula. El sistema antioxidante GPX/GR está 
relacionado con otros sistemas antioxidantes como el superóxido dismutasa/catalasa (SOD/CAT). Se 
ha observado que ambos sistemas no ac túan a la par, la CAT actúa en presencia de altas 
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concentraciones de H2O2 y a bajas concentraciones actúa la GPX. La actividad de la CAT y de la GPX 
está inversamente correlacionada, mientras que la CAT y la GR presentan correlación positiva. 
GSSG + NADPH + H+ ↔ 2 GSH + NADP+
Para la cuantificación de esta enzima (GR), se empleó el método de acuerdo a Goldberg &
Spooner (1983). Se añadieron 500 µL de PBS (PBS: 0.2 M, pH 7) + 380 µL de H2Od + 50 µL de GSSG 
(20 mM en H2Od) + 20 µL de muestra + 50 µL de NADPH (2 mM en 10 mM de TRIS-HCl). Una vez 
se añade el volumen de NADPH la reacción comienza y se monitoriza la caída de absorbancia del 
NADPH medida a 340 nm a 20 ºC durante 1-3 min. A partir del coeficiente de extinción molar del 
NADPH (6.3 mM cm-1) se calcula la cantidad de µmoles transformados de NADPH por min. En el
control (en lugar de extracto solo lleva PBS), la pendiente en Absorbancia vs tiempo, ha de ser próxima 
a 0, ya que aquí no debe de haber decaimiento del NADPH al no haber enzima.  
U GR mL-1 = (ΔA340 / 6.3) · 1000 
donde: U GR mL-1 = unidad de glutatión reductasa se define como la cantidad de enzima necesaria 
para reducir una concentración de NADPH por min. 
Posteriormente, estas unidades son corregidas en base al contenido proteico (soluble) de la muestra:  
U GR mg-1 TSP = (U CAT mL-1) / (mg TSP · ml-1) 
donde: TSP = mg de proteínas solubles totales en 1 mL de extracto. Así pues, mediante la relación 
PF/PS y el contenido en proteínas solubles de cada alga estudiada con anterioridad, estas unidades 
pueden ser expresadas como U GR mg TSP por PS. 
13.2.2. Glutatión peroxidasa (GPX) 
La enzima Glutatión peroxidasa (GPX) cataliza la reacción de oxidación de glutatión a 
glutatión disulfuro utilizando para ello H2O2 usando como cofactor el selenio. La GPX tiene como 
principal función proteger a la célula del efecto degradante de los hidroperóxidos formados de forma 
endógena. 
2 GSH + H2O2 ↔ GSSG + 2 H2O
Para determinar esta enzima, se empleó la metodología propuesta por Overbaugh & Fall 
(1982). En este caso, si la muestra contiene GPX, se producirá la reacción dando como producto 
glutatión oxidado (GSSG). El glutatión oxidado se medirá con la misma reacción del método de la GR, 
añadiendo en este caso glutatión reductasa pura, más los sustratos de dicha reacción. Para ello, se 
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colocaron en una cubeta de reacción, los siguientes componentes en orden: 750 µL de PBS (0.2 M, pH 
= 7) + 50 µL de H2O2 (4 mM) + 50 µL de GSH (20 mM en H2Od) + 50 µL de glutatión reductasa (2.5 
U mL-1) + 50 µL de muestra + 50 µL (10 mM en TRIS-HCl). El cálculo se hizo de la misma forma que 
para GR citada en el apartado anterior. 
13.2.3. Catalasa (CAT) 
La catalasa (CAT) es una enzima perteneciente a l a categoría de l as oxidorreductasas que 
cataliza la descomposición del H2O2 en O2 y H2O. 
2H2O2 ↔ 2H2O + O2
El método consiste en medir el decaimiento en la concentración de H2O2 a 240 nm (Aebi 
1984). Para llevar a cabo este ensayo, se homogenizó  100 mg de muestra en 2 mL de PBS 50 mM (pH 
= 7.5) y 20 µL de una solución 1 mM de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF del inglés 
phenylmethylsulfonyl fluoride) que actúa como inhibidor de proteasas (James 1978). La muestra 
(extracto algal) se sometió a centrifugación a 3000 g por 15 min a 4°C. La reacción consiste en añadir 
50 µL del extracto a un volumen de PBS 0.1 M que contenga 20 mM de H2O2 y monitorizar la caída 
de esta molécula a 240 nm por acción de la CAT presente en la muestra. Se monitorizó el decaimiento 
de la absorbancia cada 15 segundos durante 3 min. El cálculo de la cantidad de CAT presente en la 
muestra se determina graficando la absorbancia a 240 nm frente al tiempo. Así pues, se calculó la 
actividad de CAT con la siguiente ecuación: 
U CAT mL-1 = (ΔA240 / 0.0394) · 1000
donde: U CAT mL-1 =  unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir 
un µmol de H2O2 por min y 0.0394 (mM cm-1) es el coeficiente de extinción de H2O2 a 240 nm. 
Posteriormente, estas unidades son corregidas en base al contenido proteico (soluble) de la 
muestra de igual forma que para la Glutatión reductasa (GR). 
13.2.4. Superóxido dismutasa (SOD) 
La enzima superóxido dismutasa (SOD), protege a l a célula de las reacciones dañinas del 
radical superóxido. La reacción de superóxido con especies no radicales no es permitida por spin según 
las reglas de selección. En sistemas biológicos esto significa que sus principales reacciones son con sí 
mismo (dismutación) o con otro radical biológico como el óxido nítrico (NO). El anión radical de 
superóxido (O2-) espontáneamente dismuta a O2 y peróxido de hidrógeno (H2O2) de forma bastante 
rápida (~105 M-1 s-1 a pH 7).  
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En 1969, McCords y Fridovich descubrieron la enzima SOD aislada desde los eritrocitos, que 
catalizaba la reacción (McCord & Fridovich 1969): 
2O2- (O2· + O2·) + 2H+ → H2O2 + O2
En esta Tesis Doctoral (Capítulo 4) se utilizó el método de Suzuki (2000) basado en el uso 
Xantina/Xantina oxidasa como generador constante de radical superóxido el cuál, al entrar en contacto 
con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reducirá y formará un producto llamado formazán cuyo cambio 
puede ser detectado espectrofotométricamente cuando la SOD inhibe la reducción del NBT. Para ello, 
se homogenizaron en una cubeta: 1.45 mL de solución de trabajo (preparada a partir de 100 mL de 
solución amortiguadora de sodio-carbonato 50 mM + 1.5 mg de Xantina + 20.4 mg de NBT + 2.9 mg 
de EDTA),  25 µL de la solución de XO (0.1U de XO en 1mL de sulfato de amonio 2M) y 25 µL de 
blanco (PBS 50 mM, pH = 7.5). Se registró la absorbancia a 560 nm cada 30 segundos durante 5 min 
(A560) para calcular el incremento (Δ) en la absorbancia por min a 560 nm. 
% Inhibición (%) = [(ΔA560 Blanco - ΔA560 Muestra) / (ΔA560 Muestra)] · 100 
A partir del % Inhibición, se calculó el contenido de SOD presente en la muestra: 
U SOD mL-1 = (% Inhibición) / (50 · mL de extracto) 
Una unidad de actividad se define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir el 50% de la reacción 
del O2.-  con el NBT. Posteriormente, estas unidades son corregidas en base al contenido proteico 
(soluble) de la muestra igual que en GR. 
13.2.5. Peroxidasas totales (POX) 
Las peroxidasas (POX) son un tipo de enzimas muy extendidas en los seres vivos. Pertenecen 
a la categoría de las oxidorreductasas que catalizan reacciones bisustrato de carácter redox, utilizando 
un peróxido como oxidante (a lo que deben su nombre) y un se gundo sustrato de características 
reductoras que es oxidado por el peróxido. En líneas generales, la reacción bioquímica se puede 
simplificar de la siguiente forma: 
Donante + H2O2 ↔ Donante oxidado + H2O
La actividad de las enzimas POX se determinó mediante la técnica propuesta por Kar & Mishra 
(1976). Las muestras de biomasa fresca (100 mg) se homogenizaron en las mismas condiciones que en 
SOD y CAT. El extracto se colecta y se emplea para los análisis posteriores. En celdas de cuarzo se 
mezcla 1350 μL de agua, 125 μL de solución amortiguadora de fosfato (KHPO4, 100 mM, pH 7), 24.5 
μL de H2O2 (50 mM), 500 μL de pirogalol (50 mM) y 500 μL del extracto enzimático. La mezcla de 
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reacción se incuba por 1 min a 25°C, y la reacción se detiene con la adición de 250 μL H2SO4 (5% 
v/v). Para el blanco, se mezclan todos los reactivos especificados anteriormente y en el mismo orden, 
sólo que la reacción se detiene inmediatamente después de agregar el volumen de extracto y se incuba. 
La actividad se determina espectrofotométricamente a 420 nm. Una unidad de actividad POX se define 
como la concentración de enzima necesaria para incrementar 0.1 unidades la absorbancia por min. 
U POX mg-1 TSP = (ΔA240 / 0.1)   
donde: la actividad de específica de POX se expresa como U de POX mg-1 de proteína. 
13.2.6. Ascorbato peroxidasa (APX) 
La ascorbato peroxidasa (APX) solo puede ser entendida dentro de un complejo ciclo, el Ciclo 
del agua-agua. Este ciclo implica, además, los metabolitos antioxidantes: ascorbato, glutatión y 
NADPH y las enzimas que unen estos metabolitos (Noctor & Foyer 1998). Esto supone una vía 
metabólica importante que detoxifica los organismos fotosintéticos del peróxido de hidrógeno (H2O2). 
En el primer paso de esta vía, el H2O2 se reduce a H2O por acción de la APX, usando ascorbato como 
donador de electrones. El ascorbato ahora oxidado se regenera por la monodehidroascorbato reductasa 
(MDAR) (Wells & Xu 1994). En los organismos fotosintéticos, el ascorbato, junto con el glutatión, 
participa en la eliminación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en este denominado ciclo agua-
agua (Asada 1999). Este ciclo comienza con la denominada reacción de Mehler. La reducción del 
oxígeno molecular (O2) hasta superóxido y H2O2 por los electrones de la cadena de transporte 
electrónico fotosintético en el PSI se denomina “Reacción de Mehler” (Mehler 1951a, 1951b). 
El método empleado en esta Tesis Doctoral es el propuesto por Miyake & Asada (1996). Se 
añadieron, en orden, 1 mL de PBS (50 mM, pH = 7) + 75 µL de H2O2 (0.1 mM) + 50 µL de ascorbato 
(50 mM) + 100 µL de muestra. La reacción comienza al añadir un volumen determinado de extracto. 
Una vez iniciada la reacción se monitoriza la caída de absorbancia del ascorbato medida a 290 nm a 
20 ºC durante 1-3 min. Se mide a 290 nm para no interferir con la medición de la caída de H2O2 debido 
a CAT. El máximo de absorción del ascorbato es 265 nm pero a esta longitud de onda también absorbe 
el H2O2. De esta forma solo se observa la caída del ascorbato sin interferencia del H2O2. A partir del 
coeficiente de extinción molar del ascorbato (2.8 mM cm-1) se calcula la cantidad de µmoles 
transformados de ascorbato por min. 
U APX mg-1 TSP = (ΔA290 / 0.1)  
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14. Compuestos fenólicos 
El método utilizado para la determinación de los compuestos fenólicos fue el método 
fotocolorimétrico de Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteau 1927). El reactivo de Folin-Ciocalteu es una 
mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato, usado para la determinación de compuestos fenólicos y 
polifenólicos (Singleton et al. 1999). Este reactivo, reacciona con los grupos fenólicos formando un 
complejo azul el cual puede ser cuantificado espectrofotométricamente a 760 nm (Vinson et al. 2005).
Para ello, se toman 30-50 mg de peso seco de alga y se homogeneiza empleando 4 mL de metanol 
(80%) mediante el uso de un ultra-turrax (T10, Ika Works Inc., EE.UU.). Posteriormente se deja extraer 
durante 24 h en oscuridad y a 4 ºC. Tras este tiempo, se centrifuga el extracto a 10000 g durante 15 
min., a 4 ºC. A continuación, se toman 100 L del sobrenadante y se mezcla con 6 mL de agua 
destilada, 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y se agita vigorosamente y rápidamente añadiendo 
1.5 mL de Na2CO3 (20%). El volumen de ensayo se completa con 1.9 mL de agua destilada para llegar 
a 10 mL. Finalmente se deja reaccionar durante 2 h en oscuridad a 4 ºC, y se toman alícuotas (250 µL) 
que se colocan en pocillos de una placa ELISA para cuantificar espectrofotométricamente la 
absorbancia a 760 nm en un lector de placas (BIO-TEK, FL600). Se realizó una curva patrón con 
floroglucinol (0-300 µg mL-1).
Figura M.22. Ensayo fotocolorimétrico de Folin-Ciocalteu. Adición de reactivo de Folin-Ciocalteu 
(A). Cambio de coloración por adicción del catalizador carbonato sódico (Na2CO3 al 20%) (B). 
Mecanismo de reacción entre compuestos fenólicos y reactivo de Folin para obtener el cambio de 
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coloración (C) el cual fue alicuotado en pocillos de placa ELISA para posteriormente medir la 
absorbancia. 
15. Aminoácidos tipo micosporina (MAAs) 
15.1. Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 
Los aminoácidos tipo micosporina (MAAs) se cuantificaron de acuerdo a Karsten et al. (1998) 
con ciertas modificaciones (Korbee-Peinado et al. 2004). Se tomaron entre 10-20 mg de peso seco de 
la biomasa a analizar. Posteriormente, se somete a una extracción en 1 mL de metanol (20%) y en un 
baño termostatizado a 45ºC durante 2 h. Transcurrido ese tiempo, se tomaron entre 600-800 µL del 
sobrenadante y se llevó a sequedad en un concentrador centrífugo al vacío (Jouan RC 10-09, Francia) 
(Figura M.23). Por último, el pellet es resuspendido en el mismo volumen retirado (600-800 µL) pero 
en esta ocasión usando metanol 100% (calidad analítica para HPLC) para eliminar las sales y proteínas 
presentes. Las muestras se analizaron en un equipo Waters 600 (Waters Cromatografía S.A., 
Barcelona) de HPLC (Cromatografía líquida de alta eficiencia). Antes de ser inyectadas, las muestras 
se filtraron usando un filtro de 0.2 µm, para eliminar posibles residuos que pudiesen afectar al equipo. 
Figura M.23. Extracción de MAAs a partir de diferentes liofilizados conseguidos mediante extracción 
con distintos solventes para diferentes especies algales empleadas en esta Tesis Doctoral (Capítulo 1).
  La columna empleada para la separación de los MAAs en el HPLC fue una C8 (Luna, 
Phenomenex, Alemania) con un material de relleno esférico de 5 µm de diámetro, el tamaño de dicha 
columna fue de 250 x 4.6 mm; se empleó una precolumna afín a la columna empleada. La fase móvil 
fue una solución acuosa compuesto por 1.5% de metanol y 0.15% de ácido acético, filtrada y 
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desgasificada. Se usaron condiciones de bajo pH ya que, en estas condiciones, los MAAs presentan 
una carga positiva y se comportan por tanto como cationes muy débiles. Se inyectó un volumen de 
muestra de 10 µL, que pasaba a un flujo isocrático de 0.5 mL min-1. El tiempo de elución fue de 15-20 
min. Se empleó un detector de UV y visible (Detector de fotodiodos 996) (Figura M.24) que hacía un 
barrido para cada muestra entre 290 y 400 nm, tomando datos cada segundo para cada longitud de onda 
de entre este rango seleccionado. Los datos fueron recogidos y analizados empleando el programa 
informático Empower 2 Chromatography Data Software.  
Figura M.24. Equipo de HPLC empleado con todos sus componentes: inyector de muestra automático 
(A), equipo de bomba de alga presión, mezclador, válvula, desgasificador y bomba de pur ga (B), 
columna de separación (C) y detector UV-vis (D).  
  La identificación de los picos en los cromatogramas se hizo según sus espectros y tiempos de 
retención. Para ello se compararon con los estándares extraídos de organismos marinos cuya 
composición de estos aminoácidos es bien conocida. Los d istintos tipos de MAAs que podemos 
encontrar comúnmente en macroalgas marinas presentan sus correspondientes máximos de absorción, 
coeficientes de extinción y sus pesos moleculares necesarios para la cuantificación de estos metabolitos 
(Korbee et al. 2006). Para el cálculo de la concentración en mg MAA·g-1 PS, se empleó la siguiente 
fórmula basada en  la Ley de Lambert-Beer: 
mg MAA g-1 PS = A · Q / ε · V · PS · 60
donde: A = área de pico (µV s-1); Q = caudal volumétrico (mL min-1); ε = coeficiente de extinción 
molar para cada aminoácido (g L-1); V = volumen de inyección (mL) y PS = peso seco de la muestra 
(mg). 
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16. Espectrometría de masas (ESI-MS)
La ionización por electrospray (del inglés, Electrospray ionization o ESI) es una técnica 
utilizada en espectrometría de masas para producir iones (ESI-MS). Es especialmente útil en la 
producción de iones a partir de macromoléculas, pues supera la propensión de estas moléculas a
fragmentarse cuando se ionizan. El análisis de MAAs y compuestos fenólicos (bromofenoles) se llevó 
a cabo mediante ESI-MS usando un eq uipo TQ Varian mod. 1200 L, triple cuadrupolo (Agilent 
Technologies, Santa Clara, California, EE.UU.) ubicado en los Servicios Centrales de Apoyo a la 
Investigación (SCAI) en la Universidad de Málaga. El equipo TQ, está provisto de una sonda (HESI-
II) la cual permite la ionización por electrospray calentado y transformando los iones de la solución en 
iones en la fase de gas en combinación con un gas auxiliar calentado. Para el análisis de MAAs, la 
preparación de muestras se hizo de acuerdo a la metodología descrita por Barceló-Villalobos et al. 
(2017). Para ello, se tomaron entre 10-20 mg de PS de la biomasa a analizar en 1 mL de MeOH (100%). 
La composición de la fase móvil fue: A (acetonitrilo / ácido fórmico al 0.1%) y B (agua / fosfato de 
amonio 5 mM). El flujo se ajustó a  0.20 mL min-1. Para la separación molecular, se utilizó una columna 
HILIC (Thermo Fisher Scientific) cuya temperatura de la misma se estableció a 30°C (temperatura del 
autoamplificador 10°C). El registro de los MAAs, se hizo en modo positivo en un intervalo de 100-
700 m/z. Para los compuestos fenólicos, el procedimiento analítico fue exactamente igual, salvo en la 
preparación del extracto, donde se tomaron también 10-20 mg de PS de la biomasa a analizar pero en 
1 mL de solvente MeOH al 80%.
17. Citotoxicología e inmunología 
Dentro de la batería de ensayos in vitro como métodos de toxicología alternativa útiles y 
necesarios para el registro o solicitud de ensayos clínicos de una sustancia dada, se encuentran los 
llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar mediante diferentes mecanismos celulares 
conocidos, los efectos adversos de interferencia con la supervivencia celular, la proliferación y/o las 
funciones fisiológicas (Repetto 2003). Además, los ensayos inmunológicos permiten analizar la 
respuesta inmune de la línea celular relacionada con estos procesos (RAW 264.7), mediante  
cuantificación de las proteínas (citoquinas) impliacadas en este mecanismo (IL-6 y TNF-α). En el 
Capítulo 5 de esta Tesis Doctoral, se evaluó la citotoxicidad de los extractos de H. cornea y G. 
longissima, en tres líneas celulares: mácrofagos murinos (RAW 264.7), fibroblastos gingivales (HGF) 
y queratinocitos inmortales humanos (HaCaT) cuyas características principales se detallan a 
continuación: 
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- RAW 264.7: línea celular de tipo macrófago derivada de tumores inducidos en ratones macho 
BALB / c, por el virus de la leucemia murina Abelson (Kim et al. 1999). Esta línea se usó 
tanto para determinar la citotoxicidad, como para determinar la respuesta inmunológica al ser 
una línea celular relacionada con el sistema inmune. 
- HGF: fibroblastos gingivales humanos (McAllister et al. 1993). Células del tejido conectivo. 
Sintetiza fibras y mantiene la matriz extracelular del tejido de muchos animales. Estas células 
proporcionan una estructura en forma de entramado (estroma) a muy diversos tejidos y juegan 
un papel crucial en la curación de heridas, siendo las células más comunes del tejido conectivo 
- HaCaT: línea celular de queratinocitos inmortales aneuploides de la piel humana adulta 
(Boukamp et al. 1988), ampliamente utilizada en la investigación científica (Schoop et al. 
1999). Las células HaCaT se utilizan por su gran capacidad para diferenciarse y proliferar in 
vitro. Estas células han permitido la caracterización de varios procesos, como su utilización 
como sistema modelo para el metabolismo de la vitamina D3 en la piel (Lehmann 1997). 
17.1. Ensayos citotoxicológicos 
La citotoxicidad celular se define como una alteración de las funciones celulares básicas que 
conlleva a un daño o disfunción celular que puede ser detectado y cuantificado. Diferentes autores han 
desarrollado ensayos en toxicología experimental in vitro para predecir los efectos tóxicos de 
sustancias y compuestos químicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y 
órganos aislados como líneas celulares establecidas y normalizadas. Entre ellos, el ensayo de viabilidad 
celular (MTT) empleado en esta Tesis Doctoral. Este método es simple y ampliamente usado para 
determinar la viabilidad celular (supervivencia). La reacción bioquímica de este ensayo acontece en 
las mitocondrias (Gad-Shayne 1999), por lo tanto, el MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazólico) cuyo color es amarillo, es captado por las células y reducido por la enzima succinato 
deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazán (color morado). Este formazán, 
posteriormente será cuantificado espectrofotométricamente (Eisenbrand et al. 2002) (Figura M.25).  
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Figura M.25. Reacción bioquímica del MTT (amarillo) a formazán (morado) por acción de la enzima 
mitocondrial (succinato deshidrogenasa). 
El producto de la reacción  ( formazán) queda retenido en las células y puede ser liberado 
mediante la solubilización de las mismas. Así pues, se asume que la cantidad de células viables 
presentes en el cultivo es proporcional a la cantidad de formazán producido. Este método fue 
desarrollado por Mosmann (1983) siendo modificado posteriormente por Denizot & Lang (1986). Por 
lo tanto, la capacidad de las células para reducir al MTT constituye un bioindicador de la integridad 
mitocondrial y su actividad funcional siendo interpretada como una medida de la viabilidad celular. La 
determinación de la capacidad de las células de reducir el MTT a formazán después de su exposición 
a un compuesto/s permite obtener información acerca de la toxicidad del compuesto que se pretende 
evaluar (Jiménez et al. 2008). 
Las líneas celulares que se emplearon para el ensayo MTT, se cultivaron en un medio DMEM 
suplementado con 10% de suero fetal de bovino, 2 mM L-glutamina, 100 unidades mL–1 de penicilina 
sódica, 0.1 mg mL–1 de estreptomicina sulfatada y 0.25 μg mL–1 de anfotericina B. Las células se 
cultivaron a 37 ºC con aire humedecido que contenía un 5% CO2. Pasado un tiempo y cuando el cultivo 
alcanzó la densidad celular deseada (confluencia), las células se colectaron mediante un raspado ligero. 
Se utilizaron las células cuando la confluencia había alcanzado un 75%. 
El procedimiento para llevar a cabo los ensayos de viabilidad celular, consiste en preparar una 
suspensión celular de 6·104  células mL-1 en medio de cultivo DMEN. Este medio de cultivo es una 
modificación de medio Basal Medium Eagle (BME) conteniendo 4 v eces la concentración de 
aminoácidos. Así pues, para la realización del ensayo, los pocillos han de contener 3000 células 
aproximadamente (esto puede depender del tipo de línea celular empleado). Por lo tanto, en una 
microplaca de 96 pocillos se fueron añadiendo por cuadruplicado los siguientes volúmenes: 
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- Para el control: 50 µL de medio DMEN + 50 µL de Suspensión celular 
- Para los tratamientos: 50 µL de extracto (a partir de un extracto que contiene 20 m g de 
liofilizado de extracto algal en 1 mL de DMEN) + 50 µL de medio de suspensión celular. 
Ensayo de realiza haciendo diluciones seriadas de este liofilizado de extracto disuelto en 
medio DMEN. 
Posteriormente se incuba durante 72 h a 37 ºC en una atmósfera húmeda y 5% de CO2. Pasado 
este tiempo, se añadió 10 µL de solución de MTT (5 mg MTT mL-1 de PBS) y se incubó por 4 h. El 
precipitado cristalino que se formó se solubilizó con 150 µL con isopropanol ácido (HCl 0.04 N). Por 
último, se determinó la densidad óptica a 550 nm en el espectrofotómetro para microplacas (BIO-TEK, 
FL600). 
Los resultados se expresan como porcentaje (%) de células vivas, según la siguiente relación: 
Viabilidad celular (VC%)  = (Abstratamiento ·  Abscontrol) · 100 
donde: Abstratamiento = es la absorbancia de las células tratadas y Abscontrol =  es la absorbancia de las 
células control, es decir, aquellas que no han sido sometidas a la sustancia objeto de estudio.  
A partir de la viabilidad celular (%), mediante graficación y obtención de la ecuación de la 
recta (Viabilidad celular en % VS Concentración de extracto en mg mL-1), se calcula interpolando, qué 
concentración de extracto produce la reducción de la viabilidad celular en un 50%. A este parámetro 
se le denomina EC50. Valores bajos de EC50 indicarían una menor viabilidad celular como consecuencia 
de los efectos de la concentración del extracto empleado. Es necesario destacar que la “viabilidad 
celular” para este ensayo sería antagonista a la “muerte celular”, por lo tanto, una viabilidad del 50% 
indicaría que un 50% de las células tratadas viven y un 50% de las células tratadas mueren.  
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Figura M.26. Ejemplo de ensayo de viabilidad celular en placa ELISA mediante diluciones seriadas 
para extracto acuoso de Hydropuntia cornea. En los pocillos control, a las células solo se les añadió 
medio DMEN por lo que la viabilidad es el 100%.  
Para el Capítulo 3, se realizó también el ensayo MTT pero en talos vivos de G. longissima
para los diferentes tratamientos experimentales. Para ello, se pesaron 250 mg de PF de biomasa. Los 
talos se lavaron cuidadosamente con agua de mar estéril y se incubaron con 30 μl de solución madre 
de MTT (0.17 g L-1) en un tubo de ensayo con agua de mar esterilizada (volumen final de 3 mL) a 37 
°C durante 3 h. Los fragmentos de algas se lavaron en agua destilada y se transfirieron a un tubo de 
ensayo que contenía 1 mL de DMSO (Merck, Darmstadt, RFA) (Mendes et al. 2013). La absorbancia 
también fue medida con un espectrofotómetro de microplacas (BIO-TEK FL600) a 570 nm. La 
viabilidad celular se calculó y expresó en porcentaje de viabilidad celular (VC%) siguiendo los cálculos 
descritos anteriormente para las líneas celulares in vitro, pero considerando ahora como control, es 
decir, una VC del100%, la absorbancia obtenida de las muestras de G. longissima sometidas al 
tratamiento más favorable (HN-PAR). 
17.2. Ensayos inmunológicos 
Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular esenciales para la comunicación 
intercelular. Son producidas por varios tipos celulares relacionados con el sistema inmunológico. Estos 
mediadores solubles están implicados y controlan muchas funciones fisiológicas críticas como: 
diferenciación y maduración celular, inflamación y respuesta inmune local y sistémica, reparación 
tisular, reproducción celular, cicatrización, metabolismo energético, hematopoyesis, apoptosis y 
muchos otros procesos biológicos. Son moléculas señalizadoras que comunican unas células con otras, 
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y son tan importantes como las hormonas o neurotransmisores. Se estudiaron dos tipos de citoquinas 
en esta Tesis Doctoral, el factor de necrosis tumoral (TNF-α, del inglés Tumor Necrosis Factor) y la 
interleucina IL-6. 
Para la determinación de las citoquinas, se empleó, al igual que para uno de los ensayos de 
citotoxicidad, la línea celular RAW 264.7. En este ensayo, las células RAW 264.7 se cultivaron en 
presencia de diferentes concentraciones de extractos algales de H. cornea y G. longissima (0-100 µg 
mL-1) en microplacas de 24 celdas (5 × 105 células celda–1) y en un volumen total de 1 mL. Se utilizó 
lipopolisacáridos bacterianos (LPS) como control positivo (50 ng mL–1) para la activación de los 
macrófagos. El sobrenadante se recolectó después de una incubación de 48 h y se utilizó para 
determinar la producción de citoquinas después de la estimulación por LPS. La producción de TNF-α 
e IL-6 se determinó mediante ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) de acuerdo con 
el protocolo descrito por Martínez et al. (1998). Posteriormente, se utilizaron los anticuerpos 
purificados TNF-α o IL-6 monoclonales de rata antiratón (0.5 mg, BD Pharmingen) para cubrir las 
celdas a una concentración de 2 g mL–1 a 4 ºC por 16 h. Después de lavar y bloquear con PBS salino 
(PBS) conteniendo 3% de albúmina de suero bovino, se añadieron los sobrenadantes  de los cultivos a 
cada una de las celdas por 12 h a 4ºC. El material no fijado se lavó y se añadieron los anticuerpos 
monoclonales biotinilzados antiratón de TNF-α o IL-6 (0.5 mg, BD Pharmingen) a una concentración 
de 2 g mL–1 por 2 h. Los anticuerpos fijos se detectaron mediante la adición de avidina peroxidasa 
(Sigma) por 30 min y la adición posterior de una solución sustrato de ABTS. La absorbancia a 405 nm 
se monitoreó después de 10 min de la adición del sustrato. Se construyó una curva estándar usando 
varias diluciones de murina recombinante de TNF-α o IL-6 en PBS que contenían 10% de FCS (suero 
fetal de ternera). La cantidad de cada citoquina en los sobrenadantes de los cultivos se determinó por 
la extrapolación de las absorbancias a la curva estándar. 
18. Preparación de productos cosméticos 
Los preparados cosméticos se prepararon de acuerdo al diseño experimental descrito en el 
Capítulo 6 de esta Tesis Doctoral. Se utilizó un m áquina mezcladora Unguator 2100 (GAKO 
International GmbH, Múnich, Alemania) la cual permite obtener una perfecta homogenización de los 
productos empleados para la fabricación del cosmético en cuestión. Todos los componentes se 
mezclaron hasta alcanzar la homogeneidad entre todas las fases que la componen (fase oleosa, acuosa 
y adicción de extractos algales en frío) (Figura M.27A-C). Todas las formulaciones se mezclaron a 750
rpm durante 2 min (Figura M.27D).
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Figura M.27. Preparación y homogenización de los preparados cosméticos (A, B y C) mediante el uso 
de un mezclador Unguator 2100 (D). 
19. Factores de Protección 
19.1. Factor de Protector Solar (FPS): Colipa 2011 
El Factor de Protección Solar indica cuánto tiempo más, un fotoprotector solar, aumenta la 
capacidad de defensa natural de la piel antes de llegar a producir eritemas actínicos o enrojecimiento 
de la piel, usando un producto de fotoprotección frente a un eritema previa a la quemadura. Por 
ejemplo, una persona de piel clara (fototipo I) que normalmente empieza a sufrir eritema después de 
10 min al sol, tardaría 15 veces ese tiempo con un FPS 15 (150 min o 2.5 h) (Autier et al. 2000; 
Gilaberte et al. 2003). 
Para el cálculo del FPS, los productos cosméticos elaborados en el Capítulo 6, se pesaron de 
forma precisa y rápida (para reducir la evaporación del producto) y se aplicaron 1.3 mg cm-2 en cada 
placa de PMMA (polimetilmetacrilato) de acuerdo al Método in vitro Europeo Colipa 2011 (Figura 
M.28A). Se distribuyeron de manera uniforme sobre la superficie de la placa con una punta del dedo 
cubierta con un guante de nitrilo (Figura M.28B). Para cada preparado cosmético, se prepararon tres 
placas, que se mantuvieron protegidas de la exposición a la luz y a temperatura ambiente (≈ 20 ºC). 
Después de este perıodo, las placas que contenían el producto se colocaron entre la trayectoria del haz 
de luz de un simulador solar y el espectrorradiómetro (Figura M.28C). El simulador solar empleado 
fue un Spectra-physics Modelo 66902 provisto de una lámpara de mercurio-xenón (Lamp Power 50-
500 W). Este instrumento, genera la fuente lumínica de acuerdo al estándar de referencia, la cual ha de 
estar comprendida entre 51.4-63.7 W m-2 para la irradiancia total (290-400 nm), y la relación 
UVA/UVB ha de estar entre 16.9-17.5 (Colipa 2011). 
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Figura M.28. Pesaje (A) y distribución del producto cosmético sobre la placa PPMA (B) y posterior 
irradiación de la placa mediante el uso del simulador solar (C) para la cuantificación de la irradiancia 
transmitida con el espectrorradiómetro (C). 
La transmisión (%) de UVR a través de la muestra se midió a un intervalo espectral de 280 a 
400 nm, a intervalos de 1 nm y en 5 sitios diferentes de la placa y empleando 3 réplicas (placas) por 
producto. El blanco se preparó utilizando las placas comerciales PMMA de acuerdo a las propiedades 
físicoquímicas descritas por Pissavini et al. (2009). Este método, describe el uso de glicerol como 
blanco para el ensayo (1.3 mg cm-2) en la misma cantidad que el producto cosmético ya que el método 
Colipa 2011, asume que l os fotoprotectores que se fabrican en la actualidad, presentan en su 
composición un alto porcentaje de glicerol. Con los datos obtenidos por el espectrorradiómetro, se 
calculan el Factor de Protección Solar (FPS) para el intervalo espectral de UVR comprendido entre 
290-400 nm: 
donde: E = espectro de acción eritemático (CIE-1987); I = irradiancia espectral de la fuente (simulador 
solar) y A = absorbancia monocromática de la placa con el producto cosmético aplicado.  
Realizando el mismo cálculo matemático descrito anteriormente para el FPS, se calculó el 
UVAFPS, utilizando el intervalo espectral para la radiación UVA (320-400 nm). En lugar de utilizar el 
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espectro de acción eritemático como en el FPS, para el UVAFPS se utiliza el espectro de acción para la 
pigmentación persistente (PPD, del inglés Persistent Pigment Darkening) 
El valor de longitud de onda crítica  (λc) para los productos ensayados se define como aquella 
longitud de onda en la que el área bajo el espectro de absorbancia para el producto irradiado (obtenido 
usando el método descrito anteriormente) de 290 nm a c es 90% de la integral del espectro de 
absorción comprendido entre 290-400 nm, y se calcula de la siguiente manera: 
19.2. Factores de protección frente a efectos biológicos (FAPEB) 
El FPS frecuentemente usado en las formulaciones cosméticas, solamente evalúa la eficacia de 
los filtros solares en la prevención del eritema (el cual solo tiene en cuenta la región espectral UVB), 
por lo tanto, no pr oporciona una visión integradora del nivel de fotoprotección para otros efectos 
biológicos provocados por la radiación UVB o UVA. Así pues, el FAPEB se propone como un nuevo 
parámetro para diferentes efectos biológicos relacionado con distintas longitudes de UVR (UVA y 
UVB). Los procedimientos experimentales y matemáticos para el cálculo del FAPEB, son 
idénticamente iguales que para el FPS de acuerdo a Colipa 2011, pero en lugar de usar el “espectro de 
acción eritemático” para el FPS, o el “espectro de acción para la pigmentación persistente” para el 
UVAFPS, se utilizan, para sus respectivos cálculos, los espectros de acción frente a efectos biológicos 
encontrados en la bibliografía (Tabla M.3).  
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Tabla M.3. Espectros de acción para los diferentes efectos biológicos estudiados
Efecto Biológico UVR % (B/A) Referencia
1Fototransformación Vit. D3 100 / 0 Webb et al. (1989)
1Inmunosupresión 100 / 0 De Fabo & Kripke (1980)
1Fotocarcinogénesis (no melanoma) 99 / 1 De Gruijl & Van der Leun (1994)
1Eritema 99 / 1 McKinlay et al. (1987)
1Fotoisomerización del ácido urocánico 86 / 14 Gibbsl et al. (1993)
1Elastosis 64 / 36 Wulf et al. (1989)
1Fotoenvejecimiento 4 / 96 Bissett et al. (1989)
1Pigmentación persistente 3 / 97 Moyal et al. (2000)
1Immediate pigment darkening (IPD) 1 / 99 Irwin et al. (1993)
2Cataratas (in vivo) 100 / 0 Baum & Pitts (1997)
2Fotoqueratitis 100 / 0 Turnbull & Parisi (2003)
2Fotoconjuntivitis 100 / 0 Parisi & Kimlin (1999)
3Daño ADN 100 / 0 Setlow (1974)
3Peróxidos 74 / 26 Morliere et al. (1995)
3Oxigeno singlete 4 / 96 Hanson & Simon (1998)
Dianas biológicas: 1Dermis; 2Ojos y 3Nivel molecular 
Cada efecto biológico se ve afectado en mayor o menor medida, por la calidad espectral ya sea 
UVB o UVA (Figura M.27). 
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Figura M.27. Espectros de acción para los diferentes efectos biológicos producidos por UVA o UVB 
comprendidos en el FAPEB. 
En el Capítulo 6 de la presente Tesis Doctoral, se determinó el FPS y el FAPEB de extractos 
algales y de preparados cosméticos para un total de 15 espectros de acción con efectos biológicos en 
la dermis, ojos y en el nivel molecular.  
20. Estadística 
 Los datos analizados en esta Tesis Doctoral se presentan como el Promedio ± S.E. (del inglés: 
Standard Error), excepto en el Capítulo 3, donde los datos fueron presentados como Promedio ± S.D. 
(del inglés: Standard Desviation) a petición de los revisores de la revista científica (Algal Research) 
donde fueron publicados los resultados de este capítulo. Para todos los capítulos, se realizaron 
fundamentalmente ANOVAS tanto de una vía como de dos o más vías (Factorial ANOVA) para 
encontrar interacciones entre los factores testados. Para el Capítulo 1, los factores a evaluar fueron 
“especies”, “solventes”, “método antioxidante” e interacciones entre estas variables independientes,
mientras que para el Capítulos 2, los factores fueron el tiempo (T), la luz (L) y sus interacciones. Para 
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los Capítulos 4 y 5, los factores fueron el tiempo (T), luz (L), y disponibilidad de nutrientes (N) así 
como también las interacciones. Además, en los Capítulos 2, 3 y 4, los análisis ANOVA fueron 
anidados en el cilindro/tanque. Esta ANOVA anidada se empleó para  estimar la diferencia entre los 
promedios de varios subgrupos cada uno localizado dentro de un grupo, en este caso el efecto 
intercilindro/intertanque identificando, así como las posibles diferencias existentes entre réplicas 
verdaderas (Underwood 1997).  
En aquellas ANOVAS donde se encontraron efectos significativos (p < 0.05), se realizó un 
análisis post-hoc Student-Newman-Keuls (SNK) (Underwood 1997). Las correlaciones se realizaron 
calculando el coeficiente de correlación de Pearson (r) de acuerdo con Thaipong et al. (2006). Se 
empleó el software de SPSS para Windows (versión 21, IBM) en los análisis. 
Además, para el Capítulo 4, donde las variables dependientes fueron numerosas y con la 
finalidad de tener una visión integradora de todas ellas, se realizó un análisis multivariante de 
ordenación (RDA) de acuerdo a la metodología descrita por Ter Braak & Prentice (1988) mediante el 
empleo del software CANOCO V.3.15. Los resultado de la ordenación fueron colocadas en un biplot 
ajustando los ejes en función de la varianza. Posteriormente, se evaluó la contribución relativa de cada 
variable de la ordenación establecida por el RDA mediante el test de permutación de Monte Carlo para 
las variables con 0.1% de nivel de significancia (Ter Braak 1990).
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Capacidad antioxidante y compuestos bioactivos en extractos 
macroalgales y liquénicos mediante la aplicación de 
diferentes solventes y métodos de evaluación 
1. Resumen 
En este primer capítulo, se realizó un es tudio de ficoprospección, con la finalidad de 
seleccionar las especies cultivables o con  potencialidad de ser cultivadas de manera intensiva en 
sistemas de Acuicultura Multitrófica Integrada (IMTA, del inglés “Integrated Multi-Trophic 
Aquaculture”) y para ser, posteriormente, empleadas en la extracción de compuestos bioactivos con 
aplicaciones nutracosméticas o cos mecéuticas. Para ello, se recolectaron diferentes macroalgas en 
distintas zonas del Sur de España con alta irradiancia solar (Gran Canaria, Málaga y Cádiz). Las 
especies seleccionadas fueron las macroalgas rojas Gelidium corneum (Hudson) J.V. Lamouroux, 
Gelidium pusillum (Stackhouse) Le Jolis, Porphyra umbilicalis Kützing, Halopithys incurva (Hudson) 
Batters, Gracilariopsis longissima (S.G.Gmelin) M.Steentoft, L.M.Irvine & W.F.Farnham e 
Hydropuntia cornea (J.Agardh) M.J.Wynne y la macroalga verde Ulva rotundata Bliding. Como 
control positivo de compuestos bioactivos, aunque no sea una especie cultivable, se empleó el liquen 
marino Lichina pygmaea. Se prepararon extractos algales con diferentes solventes acuosos e 
hidroalcohólicos que potencialmente pueden contener compuestos bioactivos de interés 
biotecnológico. Se determinó la capacidad antioxidante mediante tres métodos: método de 
decoloración del radical catiónico ABTS+ (método ABTS), método de decoloración del radical DPPH·
(método DPPH) y el método de decoloración del β-caroteno (método BBM). También se determinó la 
estequiometría C/N (índice C/N), el contenido de lípidos y carbohidratos totales y el contenido de 
fotoprotectores frente a UVR y con capacidad antioxidante (aminoácidos tipo micosporina: MAAs y 
compuestos fenólicos). Entre los solventes, el mayor rendimiento de extracción se observó en el 
solvente acuoso (H2O) y metanólico (MeOH 20%). La mayor actividad antioxidante, expresada en 
equivalentes de Trolox,  se encontró en los extractos de las macroalgas rojas, H. cornea seguido de los 
extractos de G. longissima, H. incurva, P. umbilicalis y G. pusillum, mientras que la actividad más 
baja se detectó en los de la macroalga verde U. rotundata. La actividad antioxidante se correlacionó 
con la composición de compuestos bioactivos sin descartar la acción sinérgica entre los compuestos 
evaluados. Se propone preferentemente el uso del método ABTS respecto al DPPH o BBM para la 
cuantificación de la capacidad antioxidante total en macroalgas, ya que este método valora la capacidad 
antioxidante tanto de compuestos hidro- como liposolubles. 
1 
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El objetivo de este primer capítulo fue evaluar la actividad antioxidante de los extractos de 
algas marinas y de un liquen marino mediante la utilización de distintos solventes, relacionados con 
los diferentes mecanismos de acción, lo que se explicaría por la presencia de diversos metabolitos 
extraídos con estos solventes (Batista-González et al. 2009). Se cuantificó el contenido de compuestos 
algales y liquénicos con propiedades bioactivas potenciales como los carbohidratos, lípidos y 
sustancias fotoprotectoras y con capacidad antioxidante, como son los compuestos fenólicos y los 
aminoácidos de tipo micosporina (MAAs) (Stengel et al. 2011). Estos compuestos han demostrado 
tener aplicaciones importantes en una amplia gama de productos tanto en la industria alimentaria, como 
en la industria farmacéutica y cosmética. Las especies de este estudio, fueron seleccionadas en base a 
la capacidad de ser cultivadas, de manera intensiva, en sistemas de Acuicultura Multitrófica Integrada 
(IMTA) (Gómez-Pinchetti al., 2011) así como por el posible uso biotecnológico de la biomasa. 
Producida.
2. Material y métodos 
2.1. Material biológico 
Las especies, la división a la que pertenecen y el lugar de recolección, para este capítulo, son 
detallados a continuación en la Tabla 1.1. 
Tabla 1.1. Lista de especies estudiadas en esta Tesis Doctoral. 
División Especies Origen (Ciudad, Provincia, País) Coordenadas
Rhodophyta Gelidium pusillum Tarifa, Cádiz, España 36°00′10″N 5°36′33″O
Gelidium corneum Tarifa, Cádiz, España 36°00′10″N 5°36′33″O
Porphyra umbilicalis Tarifa, Cádiz, España 36°00′10″N 5°36′33″O
Halopithys incurva Tarifa, Cádiz, España 36°00′10″N 5°36′33″O
Gracilariopsis longissima Rio San Pedro, Cádiz, España 36°32′52″N 6°12′33″O
Hydropuntia cornea Gran Canaria, Las Palmas, España 27°59′28″N 15°22′8″O
Chlorophyta Ulva rotundata Málaga, Málaga, España 36°42'41"N  4°19'33"O
Ascomycota Lichina pygmaea Tarifa, Cádiz, España 36°00′10″N 5°36′33″O
2.2. Localidades de muestreo. 
Las cuatro primeras especies de la Tabla 1.1 más el liquen, fueron obtenidas de la Isla de las 
Palomas, también conocida como Isla de Tarifa (Figura 1.1), actualmente unida a tierra mediante una 
carretera. Es la isla existente frente a l a ciudad de Tarifa y cuyo extremo sur, la Punta de Tar ifa, 
representa el punto más meridional de la península ibérica y de la Europa continental. Presenta un área 
de 0.3 Km2. Casi toda la totalidad de la superficie de la isla se ha visto, además, muy alterada por la 
construcción de canteras de donde se extrajo sistemáticamente, desde época romana, roca caliza 
fosilífera para la construcción. Hasta 1808 la isla estuvo separada de Tarifa.  
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Desde mediados del siglo XX se establecieron gran cantidad de cuarteles y sus terrenos fueron 
propiedad del Ministerio de Defensa hasta que fueron declarados de Dominio Público Marino Terrestre 
en 1988. La posterior declaración en 2003 de l Parque Natural del Estrecho de Gibraltar supuso la 
protección de la isla y de sus aguas más próximas debido a su gran valor ecológico, del cual, nos 
servimos para la elaboración de esta Tesis Doctoral. 
Figura 1.1. Recolección de algas y el liquen marino en la Isla de las Palomas, Tarifa (Cádiz) el 
19/03/2014.   
Por otro lado, Gracilariopsis longissima, se recolectó en el Río San Pedro (Cádiz) (Figura 1.2). 
Este río es un paleocauce del río Guadalete, separado de éste por la mano del hombre. Se encuentra en 
la provincia de Cádiz. Al Río San Pedro desemboca cerca de su origen el caño de la Tapa, límite 
municipal entre Jerez de la Frontera y Puerto Real; atraviesa el norte de este último para seguidamente 
servir de divisoria entre Puerto Real y El Puerto de Santa María hasta su desembocadura en la Bahía 
de Cádiz, en la punta de los Saboneses. Tiene un recorrido de unos 25 km y la mayor parte de su cauce 
está bajo los efectos de la pleamar. El Río San Pedro es navegable para embarcaciones de pequeño 
calado y de pesca. El Río San Pedro y sus riberas se encuentran protegidas y forman parte del Parque 
Natural de la Bahía de Cádiz, por el cual se extiende como un brazo de mar, aportando agua marina a 
las salinas cercanas. 
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Figura 1.2. Río San Pedro y Marismas de Cádiz. Recolección de Gracilariopsis longissima en los 
esteros salinos. Fotos tomadas el 17/07/2016. 
La clorofita, Ulva rotundata, se recolectó de la Playa de La Araña (Figura 1.3). Esta es una 
playa del distrito Este de la ciudad de Málaga (Andalucía, España). Se trata de una playa semiurbana 
de arena dorada situada en el litoral oriental de la ciudad, entre la playa del Peñón del Cuervo y el 
municipio de Rincón de la Victoria. Detrás de la Playa se encuentra una fábrica de cemento. La playa 
tiene unos 400 metros de longitud y unos 25 metros de anchura media. Es una playa muy frecuentada 
y casi sin equipamientos ni servicios. 
Figura 1.3. Playa de la Araña, Málaga (Cementera al fondo).
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Por último, Hydropuntia cornea, fue obtenida de cultivos originales que han sido mantenidos 
por más de 25 años en tanques de 750-1000 L, creciendo de forma vegetativa, en los sistemas de cultivo 
intensivos del Banco Español de Algas (BEA) en Taliarte (Gran Canaria, Islas Canarias, España) 
(Figura 1.4). El Banco Español de Algas (BEA) es un servicio nacional de I+D+I gestionado por la 
Fundación Canaria Parque Científico Tecnológico de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria 
que tiene como objetivos básicos el aislamiento, identificación, caracterización, conservación y 
suministro de microalgas. 
Figura 1.4. Banco Español de Algas, Taliarte (Gran Canaria). 
2.3. Extracción de compuestos con solventes alcohólicos y hidroalcohólicos. 
A partir de las muestras recolectadas en los diferentes lugares anteriormente citados, se
realizaron extracciones con diferentes solventes con la finalidad de cuantificar la máxima extracción 
de componentes con interés biotecnológico en los diferentes medios. La biomasa recolectada fresca y 
limpia, se secó entre pliegos de papel para eliminar el exceso de humedad y se congeló a -20ºC hasta 
el momento de extracción. Para cada extracto se utilizaron 10 g de peso fresco de alga empleando 
piezas de talo enteras. Los talos se trocearon y trituraron en una ultra-turrax (T10, Ika Works Inc., 
USA) con 150 mL en cuatro solventes diferentes: 
 Agua destilada (H2Od) 
 Metanol:Agua (20:80). (MeOH 20%) 
 Etanol:Agua (50:50). (EtOH 50%) 
 Etanol 100%. (EtOH 100%) 
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La ruptura mecánica con ayuda del homogenizador se llevó a cabo en frio (usando hielo en la 
plataforma), de este modo se evitó la destrucción térmica de los componentes. A continuación, los 
extractos se sometieron a una maceración en recipientes de vidrio opacos (para evitar procesos 
fotolíticos) e introduciendo una atmósfera de N2 en su interior (Figura 1.5). El proceso se llevó a cabo 
a 45ºC ± 2ºC durante 6 h en un baño termostatizado (Grant Instruments Ltd SS40-2). Se realizaron 
barridos espectrales (desde 280-700 nm) a lo largo del tiempo para visualizar gráficamente la 
extracción de sustancias mediante amplitud de picos para un mismo volumen de extracto. Transcurrido 
este tiempo, los extractos se filtraron a través de una malla de 50 µm y posteriormente se sometieron a 
una centrifugación (10.000 g) en una centrifuga Beckman GS-15 R durante 10 min a 4 ºC.  
Figura 1.5. Extractos concentrados de Gelidium corneum extraídos con H2Od (1), EtOH 100% (2), 
EtOH 50% (3) y MeOH 20% (4). Apréciese la diferencia entre la composición pigmentaria en base al 
solvente extractor empleado. Los extractos se vertieron en botes de vidrio transparentes para la 
realización de la fotografía. 
Por último el sobrenadante obtenido se rotavaporó en un rotavapor Büchi R-210 (Flawil, Suiza) 
conectado a una bomba de vacío Büchi V-700 hasta llevar a una concentración de (1:10) a una 
temperatura de 42ºC ± 2ºC. Finalmente los extractos obtenidos se liofilizaron en un liofilizador Telsar 
Cryodos -80 (IMA-Telstar, Spain) en tubos falcon de 50 mL. Una vez finalizado el proceso de 
liofilización, se volvió a introducir una atmósfera de N2 dentro de los tubos para mantener la integridad 
molecular a lo largo del tiempo (Figura. 1.6). 
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Figura 1.6. Ejemplo de etapas de obtención de extractos de Hydropuntia cornea con propiedades 
bioactivas. Extracción por ruptura mecánica (1), filtración en malla (2), concentración de sustancias 
por rotavaporación (3), extracto concentrado 10x en balón de rotavaporación (4), extracto resultante 
(5), liofilización (6), extracto liofilizado (7), aplicación de atmosfera inerte de N2 al material liofilizado 
(8). 
2.4. Rendimientos de extracción 
Los rendimientos de extracción (η %) para cada solvente se calcularon de acuerdo a Chan et 
al. (2014) con algunas modificaciones. Para ello, los extractos son sometidos a rotavaporación para 
eliminar el solvente en su totalidad. El sólido resultante tras la rotavaporación comprende todos los 
componentes que dicho solvente ha sido capaz de solubilizar. El cálculo del rendimiento de extracción 
o de solubilización se calcula como la relación porcentual entre el solubilizado obtenido y la biomasa 
de partida. 
η (%) = (Solubilizado obtenido / Biomasa de partida) x 100 
Para los extractos producidos a partir de las muestras recolectadas, se hicieron los siguientes 
análisis: evaluación de la relación PF/PS, actividades antioxidantes totales por DPPH, BBM y ABTS; 
carbohidratos, análisis de MAAs y compuestos fenólicos totales. 
3. Resultados 
La relación PF/PS fue de 4.75 para Gelidium pusillum, 3.05 para Gelidium corneum, 5.60 para 
Porphyra umbilicalis, 3.68 para Halopithys incurva, 7.57 para Gracilariopsis longissima, 9.17 para 
Hydropuntia cornea, 2.54 para Ulva rotundata y 3.67 para Lichina pygmaea. El contenido de agua de 
las especies estudiadas varió entre 60 y 90% (Tabla 1.2) y el porcentaje de materia orgánica varió de 
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entre 9.4% en H. incurva a los valores de 6% G. longissima y H. cornea. El porcentaje de cenizas fue 
muy alto en U. rotundata y L. pygmaea (aproximadamente el 32%), mientras que el valor mínimo fue 
de 5.3% en H. cornea (Tabla 1.2). 
Tabla 1.2. Contenido de carbono y nitrógeno, humedad, materia orgánica (M.O.) y cenizas expresados 
en porcentaje para las diferentes especies. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3). % C,% 
N y C/N expresado en peso seco (m/m). La humedad (%), materia orgánica (%) y cenizas (%) se 
expresó en base al peso fresco. Las letras diferentes en una misma columna implican diferencias 
significativas entre las especies (p < 0.05). 
Especies C (%) N (%) C/N Humedad (%) M.O. (%) Cenizas (%)
Gelidium pusillum 36.1 ± 0.0b 3.8 ± 0.0g 9.4 ± 0.1b 79.1 ± 1.3c 6.7 ± 0.9a 13.3 ± 1.3bc
Gelidium corneum 35.8 ± 0.1b 3.6 ± 0.0f 10.0 ± 0.1b 71.7 ± 0.3b 6.6 ± 1.4a 24.9 ± 0.2d
Porphyra umbilicalis 30.2 ± 0.4e 2.9 ± 0.1e 10.5 ± 0.4b 82.1 ± 0.7d 8.4 ± 0.5a 12.4 ± 0.4b
Halopithys incurva 29.3 ± 0.5d 1.7 ± 0.1c 17.1 ± 0.4c 70.6 ± 0.2b 9.4 ± 1.3a 16.9 ± 2.2c
Gracilariopsis longissima 30.2 ± 0.3e 1.6 ± 0.0b 19.5 ± 0.7d 85.4 ± 1.1e 5.5 ± 0.7a 8.5 ± 0.7a
Hydropuntia cornea 26.6 ± 0.2c 1.5 ± 0.1b 18.2 ± 0.7c 88.9 ± 0.5f 5.7 ± 0.5a 5.3 ± 0.9a
Ulva rotundata 22.2 ± 0.1a 2.4 ± 0.0d 9.5 ± 0.0b 60.6 ± 0.3a 5.8 ± 0.9a 31.9 ± 1.5e
Lichina pygmaea 38.9 ± 0.1g 6.2 ± 0.1h 6.3 ± 0.0a 59.4 ± 0.9a 7.4 ± 0.3a 32.2 ± 0.9e
El rendimiento de extracción fue significativamente diferente (p < 0.01) dependiendo del 
solvente utilizado (Figura 1.7). El orden de los rendimientos de extracción para las especies en su 
conjunto fue, de mayor a menor, el siguiente: MeOH 20% - H2O; H2O - EtOH 50% y EtOH 50% = 
EtOH 100%. 
Figura 1.7. Rendimiento de extracción (% Rendimiento (m/m)) para los solventes. Los datos son 
expresados como la media de todas las especies analizadas (media± S.E.; n = 27). Diferentes letras 
indican diferencias significativas entre los solventes (p < 0.05).  
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Las capacidades antioxidantes de las ocho especies (7 algas y 1 liquen) se probaron con tres 
métodos antioxidantes. En el caso de los métodos DPPH y ABTS, el solvente que mostró el valor más 
alto en los ensayos fue el EtOH 50% con valores de 66.7 y 44.4% para las especies estudiadas 
respectivamente. Sin embargo, en el método BBM, el solvente con el mejor resultado fue EtOH 100% 
alcanzando los resultados más altos en el 44.7% de las especies. Para todas las especies de macroalgas, 
se encontraron interacciones significativas entre los factores “solvente y método” (p < 0.01). En G. 
pusillum, la mayor actividad para el método DPPH (9.65 μmol TEAC g-1 PS) (p < 0.01) se encontró 
en EtOH al 50% (Figura 1.8 A). Se observó la mayor capacidad antioxidante en ambos solventes 
etanólicos (EtOH al 50% y EtOH al 100%). En el caso de P. umbilicalis (Figura 1.8 C), el solvente 
acuoso mostró resultados similares para DPPH y ABTS. La actividad antioxidante para DPPH y BBM 
fue también la misma para los extractos de H2O, EtOH al 100% y MeOH al 20% (P > 0.05). El solvente 
que mostró la mayor capacidad de extracción de compuestos antioxidantes para esta especie fue EtOH 
50% (10.7 μmol TEAC g-1 PS) para el método DPPH. En H. incurva (Figura 1.8 D), se alcanzó la 
mayor capacidad antioxidante (10.7 μmol TEAC g-1 PS) en el solvente MeOH (20%) para el método 
DPPH. No hubo d iferencias significativas entre el EtOH 50% y MeOH 20%, así como para los 
solventes H2O y EtOH 100% en el método BBM. En G. longissima, los métodos DPPH y ABTS no 
mostraron diferencias significativas en términos de capacidad antioxidante para los solventes MeOH 
20% y H2O (Figura 1.8 E). 
No hubo diferencias significativas entre los métodos BBM y DPPH en EtOH 50%. En general, 
se encontró la mayor actividad antioxidante en el solvente etanólico. H. cornea mostró la mayor 
capacidad antioxidante entre las especies estudiadas con valores máximos de aprox. 14.5 μmol TEAC 
g-1 PS en extractos etanólicos (Figura 1.8 F). U. rotundata presentó una menor capacidad antioxidante 
que las algas rojas analizadas, siendo el valor más alto encontrado, el obtenido con EtOH 50% para el 
método DPPH (4.46 μmol TEAC g-1 PS) (Figura 1.8 G). 
En L. pygmaea (Figura 1.8 H) utilizando el método DPPH, la actividad antioxidante fue 
ligeramente superior para MeOH 20% y EtOH 100% que para los otros dos solventes. Para el método 
ABTS, la actividad antioxidante en H2O y EtOH 100% fue menor que en los otros extractos (Figura 
1.8). Sin embargo, el valor más alto según el método BBM se encontró en H2O.
Capítulo 1 
124 
 
Figura 1.8. Capacidad antioxidante expresada como µmol TEAC g-1 PS en las especies mediante los 
ensayos ABTS, DPPH y BBM usando diferentes solventes. (A) Gelidium pusillum; (B) Gelidium 
corneum; (C) Porphyra umbilicalis; (D) Halopithys incurva; (E) Gracilariopsis longissima; (F) 
Hydropuntia cornea; (G) Ulva rotundata and (H) Lichina pygmaea. Las diferentes letras indican 
diferencias significativas para los solventes y los métodos (p < 0.05).
El contenido de carbono fue significativamente diferente en las especies analizadas (p < 0.01), 
excepto para especies del género Gelidium. (p > 0.05). El contenido de carbono varió entre 22.2% en 
U. rotundata y 39% en el liquen marino Lichina pygmaea. También se encontraron valores de hasta el 
30% en G. pusillum, G. corneum, P. umbilicalis y G. longissima. El contenido de nitrógeno (N) resultó 
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ser aún más heterogéneo (p < 0.01) que el de carbono. El nivel más alto se alcanzó en L. pygmaea
(6.2%) seguido por las especies del género Gelidium (superior al 3.5%) (Tabla 1.2). G. longissima y
H. cornea presentaron valores similares. Sin embargo, las especies con diferente contenido de C y N 
mostraron la misma relación C/N (Tabla 1.2). Se encontraron correlaciones significativas entre la 
relación C/N y la capacidad antioxidante para las 8 e species estudiadas y para los 3 métodos 
antioxidantes empleados. Los valores de r de Pearson fueron de 0.73, 0.71 y 0.75 para valores de p de 
0.04, 0.05 y 0.03 en ABTS, DPPH y BBM respectivamente (ver Material Suplementario, Figura S.1.1 
y Tabla S.1.1).
Los carbohidratos totales, expresados como porcentaje, mostraron el valor más alto en EtOH 
50% y MeOH 20% (Tabla 1.3). En el último solvente, los extractos de H. incurva mostraron el mayor 
porcentaje de carbohidratos totales entre las algas estudiadas (16.1%), seguido de G. longissima
(14.8%). Se observaron niveles de 4-6% en G. corneum, P. umbilicalis y U. rotundata, mientras que 
se detectaron niveles superiores al 6% en G. pusillum y H. cornea. En MeOH 20%, el nivel más bajo 
de carbohidratos totales se observó en L. pygmaea (3.28%). 
El mayor contenido de lípidos se obtuvo con el solvente EtOH 50% para seis especies. El 
contenido de lípidos en H. incurva y G. pusillum no se pudo cuantificar como consecuencia de una alta 
interferencia entre el contenido fenólico y el método SPV (Sun et al. 1998). Los valores más altos 
(superiores al 5%) fueron encontrados para P. umbilicalis y L. pygmaea. Las otras algas presentaron 
valores entre 3.4 y 1.7% (Tabla 1.3). Por el contrario, en EtOH 100%, el contenido más bajo se obtuvo 
en P. umbilicalis. 
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Los compuestos fenólicos, para tres de las ocho especies, el solvente MeOH 20% fue el más 
eficiente en la extracción de estos compuestos (Figura 1.9). Se encontraron diferencias significativas 
entre los solventes para todas las especies (p < 0.01), excepto en L. pygmaea. Los valores más altos de 
compuestos fenólicos se encontraron en G. pusillum (4.5-6 mg g-1 PS) seguido de L. pygmaea (7 mg 
g-1 PS), H. incurva (4.5 mg g-1 PS) y H. cornea (3 mg g-1 PS) en extractos de MeOH 20% (Figura 1.9). 
En las otras especies se obtuvieron valores cercanos o inferiores a 3 mg g-1 PS.
Figura 1.9. Compuestos fenólicos (mg g-1 PS) en diferentes solventes para las especies Gelidium 
pusillum (Gp), Gelidium corneum (Gc), Halopithys incurva (Hi), Gracilariopsis longissima (Gl), 
Hydropuntia cornea (Hc), Ulva rotundata (Ur) y el liquen marino Lichina pygmaea (Lp). Las 
diferencias entre los solventes para cada especie, fueron indicadas por letras diferentes (p < 0.05). Los 
datos fueron expresados como media ± S.E (n = 3).  
La cantidad y composición de aminoácidos tipo micosporina (MAAs) fue significativamente 
diferente entre las especies estudiadas. Se detectaron seis MAAs diferentes: Micosporine-serinol,
Palythine, Palythinol, Shinorine, Porphyra-334 y Asterina-330 en diferentes proporciones. Los últimos 
cinco MAAs sólo se encontraron en G. pusillum y P. umbilicalis mientras que Micosporine-serinol se
cuantificó exclusivamente en L. pygmaea (Tabla 1.4). El contenido de MAAs totales en G. pusillum
fue aproximadamente 1.7 veces mayor que en G. corneum. Para estos compuestos, no se encontraron 
diferencias significativas en términos de solvente empleado durante la extracción excepto para EtOH 
100% donde el contenido de MAAs era mucho menor que para los demás solventes utilizados. El 
segundo MAA dominante fue el Palythinol detectado en todas las especies excepto en L. pygmaea. El 
aminoácido Palythine, se observó en todas las especies excepto en el liquen marino y en G. longissima.
Porphyra-334 solo en tres de las especies (G. pusillum, P. umbilicalis y H. cornea). Finalmente, se 
detectó Asterina-330 en ambas especies del género Gelidium y en P. umbilicalis. 
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La capacidad antioxidante en G. pusillum se correlacionó con el contenido de lípidos para el 
ensayo ABTS (p < 0.05; r = 0.98; n = 12) y el contenido de carbohidratos (p < 0.05, r = 0.98; n = 12) 
y con el aminoácido Asterina-330 (p <0.05; r = 0.67; n = 9) para el método BBM. Sin embargo, en el 
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caso de G. corneum, la capacidad antioxidante estuvo relacionada, para el ensayo ABTS, con MAAs 
totales (p < 0.01; r = 0.78; n = 12). Para P. umbilicalis, la capacidad antioxidante se correlacionó con 
el contenido fenólico (p < 0.01; r = 0.99), con el aminoácido Shinorine (p < 0.01; r = 0.83; n = 12), el 
aminoácido Porphyra-334 (p < 0.01; R = 0.92; n = 12) y con los MAAs totales (p <0.01; r = 0.91; n = 
12) para el método ABTS. En H. incurva y U. rotundata, el contenido fenólico se correlacionó 
positivamente con la capacidad antioxidante (p < 0.01; r = 0.80; n = 12 y p < 0.01; r = 0.72; n = 12 
respectivamente). En G. longissima, la capacidad antioxidante cuantificada con el  método BBM se 
correlacionó con los lípidos totales (p < 0.01; r = 0.80; n = 12). La capacidad antioxidante en H. cornea
con el aminoácido Palythinol (p < 0.05; r = 0.82) para el método DPPH. Por último, la capacidad 
antioxidante en L. pygmaea se correlacionó con el contenido en compuestos fenólicos (p <0.05; r = 
0.969; n = 12) y carbohidratos totales (p <0.01; r = 0.89; n = 12) para el ensayo ABTS. El aminoácido 
Shinorine (p <0.01; r = 0.80; n = 12) se correlacionó con la actividad antioxidante (evaluado con el 
método DDPH). 
Se encontró correlación entre la actividad antioxidante entre los tres métodos empleados: 
ABTS-DPPH (p < 0.01; r = 0.86; n = 36), ABTS-BBM (p < 0.01; r = 0.83; n = 36) y DPPH-BBM (p
< 0.01; r = 0.84; n = 36) (ver Material suplementario Figura S.1.2 y Tabla S.1.2). 
La cantidad de carbohidratos solubles se correlacionó con las actividades antioxidantes 
medidas con los ensayos de ABTS (p < 0.01; r = 0.28; n = 96) y DPPH (p < 0.01; r = 0.30; n = 96). El 
contenido de lípidos se relacionó con la actividad antioxidante para el método ABTS (p < 0.01; r = 
0.25; n = 96) y para el método BBM (p < 0.01; r = 0.99; n = 96) en G. longissima.
El contenido de compuestos fenólicos, se correlacionó con los métodos ABTS (p < 0.05; r = 
0.21; n = 96) y DPPH (p <0.01; r = 0.28; n = 96). Finalmente, los niveles de MAAs totales también se
correlacionaron con los métodos ABTS (p < 0.05; r = 0.408; n = 36) y DPPH (p < 0.05; r = 0.431; n 
= 36). 
4. Discusión 
En general, cabe destacar que para el solvente acuoso (H2O), la capacidad antioxidante de los 
métodos DPPH y A BTS fue similar en el 55% de las especies estudiadas. Este resultado podría 
explicarse debido a que ambos métodos se rigen por el mismo mecanismo de acción. Entre estos dos 
ensayos antioxidantes, el solvente con mayor capacidad de extracción de antioxidantes fue el EtOH 
50%, para el 44% y el 56% de las especies estudiadas, en los métodos ABTS y DPPH respectivamente. 
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Plaza et al. (2010). Sin embargo, para el método 
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BBM, el mejor solvente fue EtOH 100%, probablemente relacionado con el hecho de que este método 
es adecuado para la determinación de compuestos antioxidantes en un medio estrictamente lipofílico. 
Otra diferencia importante entre los ensayos empleados, es que el radical ABTS puede 
solubilizarse tanto en solventes orgánicos como en solventes acuosos, por lo que se puede medir la 
actividad antioxidante considerando la naturaleza hidrofílica o lipofílica de los compuestos de l a 
muestra (Wojdylo et al. 2007). Por el contrario, el radical DPPH sólo puede medirse en un medio 
orgánico, limitando la interpretación de la capacidad antioxidante de los compuestos hidrofílicos 
presentes en los extractos (Surveswaran et al. 2007). Por otra parte, no se descarta el sinergismo que 
pueda acontecer entre los diferentes compuestos en los extractos. 
Para seleccionar una especie, es necesario desarrollar métodos de extracción apropiados, 
rápidos, rentables y respetuosos con el medio ambiente y que permitan aislar compuestos 
biológicamente activos sin que se originen una pérdida de la bioactividad. En numerosos estudios, los 
solventes más comunes para la extracción de antioxidantes incluyen agua, etanol, metanol y mezclas 
acuosas de los mismos (Alam et al. 2013). Éstos tienen buena polaridad y por lo tanto son favorables 
para ser utilizados para la extracción de compuestos polares como los compuestos fenólicos o MAAs 
entre otros. En última instancia, la polaridad del solvente, así como la técnica de extracción, tienen un 
efecto crítico sobre el rendimiento de extracción (López et al. 2011). El metanol, sin embargo, debería 
de ser descartado para aplicaciones en alimentos, cosméticos u otros productos destinados a consumo 
humano debido a su toxicidad. 
Entre los ensayos utilizados en este estudio para el barrido de radicales, los métodos ABTS y 
DPPH son los más rápidos, simples (no incluyen muchos pasos) y tienen un menor coste en 
comparación con el método BBM. Por el contrario, el método BBM requiere muchos más reactivos, 
mucho más tiempo y más recursos técnicos para la realización del ensayo. Además, el resultado para 
el método BBM, sólo proporciona una visión de los antioxidantes que se encuentren en la matriz 
lipofílica. Por tanto, el ensayo ABTS es el único método evaluado en este estudio que es aplicable tanto 
a antioxidantes hidrofílicos como lipofílicos (Alam et al. 2013), por lo que su uso es justificado en 
otros estudios en los que se pretenda obtener una visión integrada del extracto. Se en contró una 
correlación positiva entre los métodos DPPH y ABTS, ABTS-BBM y DPPH-BBM. Floegel et al. 
(2011) también encontraron una correlación positiva entre los métodos DPPH y ABTS al igual que en 
este estudio. Esto se explica de acuerdo a que estos ensayos se fundamentan en el mismo mecanismo 
de reacción (en la transferencia de electrones), mientras que el método BBM se fundamente en un 
mecanismo por transferencia de átomos de hidrógeno (Huang et al. 2005). 
En nuestro estudio, en general, la actividad antioxidante entre las macroalgas y el liquen 
marino analizados fue alta (5-15 μmol TEAC g-1 PS) en comparación con los resultados publicados en 
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otros estudios para varias microalgas (7-11 μmol TEAC g-1 PS) y otras macroalgas (1.6-2.2 μmol 
TEAC g-1 PS) (Matanjun et al. 2008). Esto podría ser explicado debido a que la mayoría de las especies 
analizadas en otros estudios se someten a diferentes estresores en el sistema de cultivo. El aumento del 
estrés provoca una regulación de las sustancias antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas (Stengel et 
al. 2011). Acerca del efecto del tipo de solvente en la actividad antioxidante, Yuan et al. (2005) 
estimaron la actividad antioxidante relacionada con los compuestos fenólicos de Palmaria palmata,
obteniendo niveles más altos de estas sustancias usando metanol como extractor. Los componentes 
hidrofílicos se extraen con solventes polares como H2O, seguido de metanol o etanol. O'Sullivan et al. 
(2011), utilizaron metanol y agua para extraer compuestos bioactivos (antioxidantes) de diferentes 
algas pardas, siendo el género Fucus el que presentó mayor actividad antioxidante. Los resultados de 
este estudio concuerdan con los resultados encontrados por Sarikurkcu et al. (2009) en extractos de 
plantas terrestres, en los que se observó una fuerte correlación entre la polaridad de los extractos y su 
potencial antioxidante. Los extractos más polares mostraron el mayor potencial para la neutralización 
de radicales libres.  
Desde un punto de vista biotecnológico, para tener una alta producción, lo idóneo es que las 
especies potencialmente cultivables presenten bajos niveles de agua y altos niveles de materia orgánica. 
Las algas rojas analizadas en este trabajo presentaron niveles mucho más altos de agua interna y menor 
materia orgánica que L. pygmaea y U. rotundata (Chlorophyta). Estas dos especies presentaron bajos 
niveles de agua interna en cuanto a la relación PF/PS. Otros autores reportaron un porcentaje similar 
de agua en las especies de Ulva (78-80%) en comparación con las macroalgas rojas (72-85%). Esto
depende de las características propias de la especie, así como de la zona que ocupen en el ecosistema. 
El contenido de cenizas y de materia orgánica en las diferentes especies obtenidas del entorno natural, 
es dependiente también, del phylum, del origen geográfico y de las variables estacionales, ambientales 
y fisiológicas en el que se encuentren. En cualquier caso, los minerales contenidos en la ceniza de 
algas, también presentan interés desde el punto de vista nutricional. 
La extracción de compuestos biológicamente activos de la biomasa de algas no es selectiva. El 
extracto en su conjunto, es una mezcla de diferentes compuestos. Los factores que influyen en la 
composición y la actividad de los extractos de a lgas dependen de l as especies empleadas, de las 
condiciones ambientales donde se recolectaron, de la estacionalidad, de la edad de los especímenes, de
la ubicación geográfica y las tecnologías de extracción empleadas entre otros (Kadam et al. 2013). El 
estrés ambiental al que están sometidas las algas, como son la irradiancia, la temperatura, la desecación, 
el estrés osmótico, etc., conduce a la formación de radicales libres y agentes oxidantes que pueden 
provocar daño fotodinámico (Gupta & Abu-Ghannam 2011). Debido a esto, las algas sintetizan una 
gran variedad de compuestos de diferente naturaleza con la finalidad de contrarrestar los efectos 
oxidativos. 
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Las macroalgas marinas son una fuente de compuestos bioactivos con diferentes actividades 
biológicas que habitualmente no se encuentran en plantas terrestres. Las algas contienen polisacáridos 
(polímeros de monosacáridos unidos entre sí por enlaces glicosídicos) con numerosas aplicaciones 
biotecnológicas en productos como estabilizantes, espesantes, emulsionantes, alimentos, bebidas, etc. 
Las concentraciones totales de carbohidratos en las especies de algas marinas de interés oscilan entre 
el 4% y el 76% del peso seco. Los carbohidratos pueden separarse químicamente en fracciones solubles 
e insolubles. La cantidad de carbohidratos solubles varía entre los taxones, siendo más alta en las algas 
rojas. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, las dos especies que mostraron los mayores 
valores de carbohidratos son G. longissima y H. incurva con valores de 16.1% y 14.8% 
respectivamente en MeOH 20%. Estas especies han demostrado una alta tasa de crecimiento en 
sistemas de Acuicultura Multitrófica Integrada. En cultivos a una densidad de 6 g PF L-1, se encontró 
una alta producción de biomasa en H. cornea (22-29 g de PS m-2 d-1) (Viera et al. 2011). También se 
observó una tasa de crecimiento de entre el 10-16 % d-1 para G. longissima y H. incurva (Robledo et 
al. 2014). G. longissima también ha sido cultivada en sistemas de acuicultura extensiva en tanques y 
mostrando un crecimiento del 9% d-1 (Hernández et al. 2006). Por último, H. incurva también se ha 
cultivado en e fluentes de piscifactoría a una d ensidad de 8 g PF L-1 con una producción de 
aproximadamente 5 g de PS m-2 d-1 y una eficiencia de asimilación de N de 90-99% a una densidad de 
cultivo de 6 g PF L-1. La productividad promedio de la biomasa en los distintos tratamientos fue de 16-
19 g PS m-2 d-1 (Viera et al. 2011). 
Se detectaron compuestos fenólicos en todas las especies analizadas, siendo mayor en las algas 
rojas G. pusillum y H. incurva y también en el liquen marino respecto a las otras especies. El nivel más 
bajo de compuestos fenólicos se encontró en la alga verde U. rotundata. En el 44% de las especies 
estudiadas, el solvente MeOH 20%, fue el más eficiente para la extracción de estas sustancias. Esto 
coincide con los resultados obtenidos por otros autores (López et al. 2011) donde describieron una 
extracción más eficiente en metanol o etanol que en agua. Sin embargo, en otros estudios, el extracto 
obtenido con el solvente H2O para el alga parda Stypocaulon scoparium mostró el mayor contenido 
fenólico en comparación con los solventes MeOH 50%, MeOH 100% y EtOH 100%, López et al. 
(2011) afirmaron que los niveles de compuestos fenólicos pueden variar hasta tres veces dependiendo 
del método de extracción utilizado. En este estudio, el contenido de compuestos fenólicos en algunas 
de las algas rojas y en el liquen (L. pygmaea) estudiados, es tan alto como en macroalgas pardas, el 
grupo de macroalgas con el mayor nivel reportado de compuestos fenólicos (Stengel et al. 2011). Por 
ejemplo, el contenido de compuestos fenólicos en los diferentes solventes se encontró entre 3.2-8.0 
para G. pusillum, 1.5-4.9 para H. incurva, 1.5-3.0 para H. cornea y 4.4-6 mg g-1 PS para L. pygmaea.
El alto nivel de compuestos fenólicos en H. incurva ya ha sido reportado previamente por Güenaga 
(2011). Además, se han detectado compuestos fenólicos sulfatados y bromados en varias especies de 
macroalgas rojas (Zhao et al. 2004). Entre las macroalgas, la división Rhodophyta es la que posee la 
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mayor abundancia de compuestos fenólicos halogenados (bromados y clorados fundamentalmente) con 
probados efectos antioxidantes, antimicrobianos, anticancerígenos, antidiabéticos y antitrombóticos.
En Gracilaria birdiae, cuantificaron el contenido fenólico alrededor de 1.1 mg GAE (equivalentes de 
ácido gálico) g PS-1 (Souza et al. 2011) y H. cornea, estos autores encontraron alrededor de 0.88 mg 
GAE g PS-1. En Porphyra sp. y en Eucheuma cottoni, Kuda et al. (2005) reportaron 22.5 y 20 mg g-1
de FGE (equivalentes de floroglucinol) respectivamente. También, para G. tenuifrons, se encontraron 
valores de 9.41 mg g-1 CE (equivalentes de catequina) para los compuestos fenólicos extraídos con 
solventes metanólicos (Zubia et al. 2014). 
Los espectros de absorción de los extractos, presentaron picos característicos en la región UVB 
(310 nm) y UVA (330-334 nm) (datos no mostrados). Estos intervalos espectrales corresponden a la 
absorción por moléculas fotoprotectoras (MAAs) presentes en algunos organismos marinos, como las 
algas rojas y los líquenes de este estudio. En U. rotundata no se encontró ninguna absorción en este 
rango espectral y no se detectaron MAAs por HPLC. La absorción máxima a 310 nm en los extractos 
de L. pygmaea corresponde al oxo-MAA (Micosporine-serinol), mientras que los picos de absorción 
con un máximo de alrededor de 320-334 nm están relacionados con imino-MAA de algas rojas 
(Palythine, Palythinol, Shinorine, Porphyra -334 y Asterina-330). 
En nuestro estudio, G. pusillum y G. corneum presentaron Palythinol y Shinorine como MAAs 
principales. En general, para todas las especies estudiadas, el contenido de MAAs usando EtOH 100% 
como solvente, fue mucho menor que para otros solventes. Esto puede explicarse debido a la menor 
polaridad del etanol para interactuar con la parte hidrofóbica de aminoácidos y péptidos. Los MAAs 
pueden diferir entre las especies debido a las condiciones ambientales en las que se encuentren (UVR, 
disponibilidad de N, etc.). El contenido de MAAs totales en G. pusillum fue aproximadamente 1.7 
veces mayor que el de G. corneum debido a que G. pusillum se ubica en la parte superior de la zona 
intermareal en comparación con G. corneum que se sitúa en la parte inferior y en zonas submareales, 
por lo tanto, la irradiancia diaria integrada en el sitio de crecimiento de G. pusillum es superior a la de 
G. corneum (Figueroa & Gómez 2001). Los MAAs están regulados tanto por la irradiancia como por 
la calidad lumínica, pero también por la disponibilidad de N (Barufi et al. 2011). Torres et al. (2015) 
encontraron cuatro MAAs (Asterina-330, Palythinol, Palitene y Usijerene) en Gracilariopsis 
tenuifrons después realizar una extracción etanólica, mientras que en este estudio se encontró sólo 
Palythinol en G. longissima, pero además Shinorine usando MeOH 20% o EtOH  50%. El bajo 
rendimiento de extracción encontrado usando etanol como solvente podría explicar este resultado. 
Probablemente Shinorine se encontró en trazas fuera del intervalo detección del HPLC. 
La relación C/N se utiliza como indicador del estado nutricional. Por lo tanto, bajo recursos 
limitados de nutrientes (especialmente N), el crecimiento se ve restringido en los organismos 
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fotosintéticos, lo que genera un aumento en la relación C/N. Este aumento está relacionado con la 
activación y producción de metabolitos secundarios (Bryant et al. 2012). Por lo tanto, la relación C/N 
es un buen indicador para estimar tanto el estado óptimo nutricional de los organismos fotosintéticos, 
como el aumento en la producción de metabolitos secundarios.  
En relación con el contenido de compuestos antioxidantes, Ibrahim & Jaafar (2011) 
encontraron en plantas terrestres, que la baja disponibilidad de N y por lo tanto, altos niveles de C/N, 
están relacionados con la acumulación de metabolitos secundarios involucrados en la capacidad 
antioxidante. Estos resultados concuerdan con lo observado en este estudio, donde especies con una 
alta relación C/N presentan mayores valores de actividad antioxidante total, evaluados mediante los 
métodos ABTS, DPPH y BBM. Por lo tanto, en este estudio, se demuestra por primera vez en algas 
que, altos valores de C/N, redundan en valores más altos de compuestos antioxidantes.  
5. Conclusiones 
En conclusión, las dos especies de este estudio con mayor capacidad antioxidante y moléculas 
con potencial interés biotecnológico fueron G. longissima y H. cornea. H. incurva, es otra especie 
interesante debido al alto nivel de compuestos fenólicos que presenta y debido a que anteriormente ya 
se ha logrado cultivar con éxito (Güenaga 2011). Por otro lado, G. pusillum, es también un especie de 
alga roja con altos niveles de MAAs y compuestos fenólicos pero actualmente no existen técnicas que 
permitan su cultivo. Numerosos estudios han demostrado que las dos primeras especies poseen una 
alta capacidad de crecimiento en sistemas de biofiltración de efluentes nitrogenados (Figueroa et al. 
2012), por lo que su cultivo sería económicamente viable y ambientalmente sostenible. 
Se propone como solvente más adecuado para estos fines biotecnológicos el etanol (EtOH 
50%), siendo este un solvente orgánico con baja toxicidad y con un bajo precio en el mercado actual. 
Este solvente podría ser empleado para la extracción de compuestos antioxidantes al no p resentar 
problemas toxicológicos en las futuras aplicaciones que se deriven de los extractos. El método ABTS 
se propone para la determinación de la capacidad antioxidante de los extractos algales, ya que es una 
ensayo fácil, rápido y económico, y que además, proporciona una visión integradora del extracto tanto 
en medio lipofílico como en medio hidrofílico. 
Con el fin de comprender mejor los mecanismos subyacentes a los efectos antioxidantes en las 
algas, es necesario estudiar la relación estructura-actividad y las sinergias puedan acontecer entre los 
componentes, la purificación y el análisis estructural de moléculas potencialmente antioxidantes, así 
como el desarrollo de nuevas técnicas extracción y purificación
  
Capítulo 2 - Efectos de la radiación UV en la fotosíntesis, la capacidad antioxidante y en la 
acumulación de compuestos bioactivos en Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y 
Halopithys incurva (Rhodophyta) 
 
 
2 
Capítulo
Efectos de la radiación UV en la fotosíntesis, la capacidad 
antioxidante y en la acumulación de compuestos bioactivos 
en Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y
Halopithys incurva (Rhodophyta)
 
 137
 
Efectos de la radiación UV en la fotosíntesis, la capacidad 
antioxidante y en la acumulación de compuestos bioactivos 
en Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y
Halopithys incurva (Rhodophyta) 
1. Resumen 
En este capítulo, tres de las especies de algas rojas estudiadas en el Capítulo 1 con mayor 
capacidad antioxidante, H. cornea, G. longissima y H. incurva, fueron cultivadas durante 14 días en el 
laboratorio en agua de mar enriquecida con alto contenido de nutrientes (NH4+ y PO43-, 150 y 15 μM, 
respectivamente) y con dos niveles de radiación: PAR (λ = 400-700 nm) y PAB (PAR + UVB + UVA, 
λ = 280-700 nm). Se estudiaron los efectos del tipo de radiación bajo alta disponibilidad de N-NH4+ 
sobre el crecimiento, los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, carotenoides y ficobiliproteínas), la 
actividad fotosintética y la composición bioquímica. No se encontraron diferencias significativas en el 
rendimiento máximo (Fv/Fm) durante todo el tiempo experimental entre los tratamientos PAR y PAB. 
Sin embargo, la tasa de transporte electrónico máximo (ETRmax) aumentó a lo largo del tiempo 
encontrándose los valores más altos en PAR que en PAB para H. incurva y en H. cornea, mientras que 
en G. longissima ocurrió justo lo contrario. La eficiencia fotosintética (αETR) disminuyó con el tiempo 
en las dos primeras especies, pero en G. longissima aumentó. La irradiancia de saturación (EkETR) y el 
amortiguamiento no fotoquímico máximo (NPQmax) aumentaron en PAB con el tiempo hasta un 80% 
y 30%, respectivamente, lo que indica una aclimatación fotosintética como la de algas “tipo sol”. En 
las tres especies, el contenido de clorofila a (Chla), carotenoides y ficobiliproteínas (FE + FC), así 
como el contenido en N interno aumentaron en PAB tras 14 días de cultivo. Se identificaron en todas 
las especies cinco MAAs mediante cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). El contenido total 
de MAAs aumentó a lo largo del tiempo, siendo un 30% mayor en H. incurva, un 40% en G. longissima
y un 50% en H. cornea en PAB respecto a PAR. Por último, la actividad antioxidante también aumentó 
con el tratamiento PAB. Todas las especies presentaron un mecanismo eficaz de fotoprotección basado 
en la acumulación de compuestos fotoprotectores con actividad antioxidante, así como en una alta 
disipación de la energía de excitación (mayor NPQmax).
2 
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2. Diseño experimental
Gracilariopsis longissima (Gl), Halopithys incurva (Hi) e Hydropuntia cornea (Hc) se 
mantuvieron en medio Provasoli (Provasoli et al. 1957), modificado por Bold & Wynne (1978) hasta 
el inicio del experimento. Las algas, una vez recolectadas del medio natural y a partir de los cultivos 
en tanques de 800-1000 L del Banco Español de Algas (BEA) para el caso de Hydropuntia cornea, se 
colocaron en medio de cultivo Provasoli tal como se describe más detalladamente en “Material y 
métodos generales, Tabla M.2”. Siete días antes del comienzo del experimento, las diferentes especies 
se colocaron en agua de mar, sin ninguna adición de nutrientes con la finalidad de agotar las reservas 
de N, y en recipientes (cilindros) transparente a la UVR fabricados con metacrilato de polivinilo 
transparentes a la UVR (Plexi-vidrio XT- 29080, ver espectros de transmisión en “Material y métodos
generales, Ep. 1.1.1”). Los cilindros fueron llenados con un volumen final de 1.5 L de agua de mar (18 
cilindros para las tres especies; 3 réplicas por tratamiento y especie). Los tratamientos lumínicos fueron 
radiación PAB (PAR + UVA + UVB) y radiación PAR. El fotoperiodo fue de 16:8 (luz: oscuridad) y
las irradiancias empleadas fueron de 12.7 W m-2 para UVA, 0.6 W m-2 para UVB y 150 µmol m-2 s-1
para PAR (más detalles, ver tratamiento lumínico en “Material y métodos generales, Tabla M.1”). Las 
especies fueron cultivadas en condiciones de alto N y P (150 µM de NH4+ y 15 µM de PO43-, relación 
N/P = 10) durante 14 días emulando las condiciones nutritivas de efluentes de piscifactoría. 
 La actividad fotosintética se estimó cada 4 días, mediante la fluorescencia in vivo de la clorofila 
a asociada al fotosistema II (PSII) y se pesó la biomasa para la determinación de la productividad  de 
la biomasa (g PS m-2 d-1) y la tasa de crecimiento (% día-1). La biomasa excedente tras el ajuste a la 
densidad de biomasa experimental (9 g PF L-1), se almacenó a -80 ºC hasta la realización de los análisis 
químicos. 
3. Resultados 
3.1. Morfología 
Las especies Hydropuntia cornea, Gracilariopsis longissima y Halopithys incurva presentaron 
al final del experimento, ramificaciones típicas pigmentadas de color rojizo mostrando algunos 
cambios morfológicos o estructurales respecto al inicio del experimento (Figura 2.1). Después del 
período experimental, las especies cultivadas en PAB  m ostraron cambios pigmentarios notables 
asociados a reducción en el contenido de ficobiliproteínas (Tabla 2.1). Sin embargo, en el tratamiento 
PAR, las especies se encontraron más pigmentadas y los talos presentan nuevas ramificaciones, por lo 
tanto resultando en cambios estructurales (Figura 2.1) y con niveles de  ficobiliproteínas más altos que 
en PAB en H. cornea pero similares en las otras dos especies (Tabla 2.1). La conductividad media del 
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agua de mar durante el experimento fue de 54.3 ± 4.2 mS cm-2, la salinidad 37.1 g L-1, la temperatura 
media de 24.6 ± 1.5 ºC  y el pH de 7.9 ± 0.2. Cada dos días se cambió el agua reponiendo los nutrientes 
a las concentraciones experimentales. 
Figura 2.1. Morfología y coloración de Hydropuntia cornea, Gracilariopsis longissima y Halopithys 
incurva al comienzo del experimento (inicial) y a los 14 días bajo radiación PAR y PAB.
3.2. Pigmentación 
Con respecto a la composición pigmentaria, el principal pigmento fotosintético (Chla) resultó 
afectado de manera interactiva en el tiempo (T) y en la Luz (L) en las especies H. cornea y G. 
longissima (p < 0.01). En H. incurva solo hubo cambios en este pigmento en relación al tiempo (T) (p
< 0.05), incrementándose la concentración de Chla a lo largo del periodo experimental. Por el 
contrario, únicamente H. incurva mostró interacción significativa en T x L en el contenido de 
carotenoides (p < 0.01) y en G. longissima los cambios observados dependieron únicamente del 
tratamiento lumínico (L) (p < 0.05), siendo la concentración de Chla mayor en PAB que en PAR. En 
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cuanto al contenido en ficobiliproteínas, en G. longissima se observaron efectos interactivos solo para 
la FC (p < 0.01). En H. incurva, tanto FC como la ficoeritrina (FE), se vieron afectadas solo por T, a
un nivel de significancia de p < 0.01 y p < 0.05, respectivamente, siendo el contenido de FC 
significativamente mayor al final del experimento (14 días). En H. cornea no se detectaron cambios en 
ninguna de las variables independientes analizadas en este estudio (Tabla 2).  
Tabla 2.1. Composición de pigmentos fotosintéticos: clorofila a (Chla), carotenoides totales (Car),
ficocianina (FC) y ficoeritrina (FE), expresados en mg g-1 PS para H. cornea (Hc), G. longissima (Gl)
y H. incurva (Hi) en el momento inicial y después de 4, 8 y 14 d de cultivo bajo los tratamientos PAR 
y PAB. Diferentes letras (minúsculas en H. cornea, mayúsculas en G. longissima y cursivas en H. 
incurva) indican la interacción Tiempo x Luz (T x L) para cada especie de forma independiente (Media 
± S.E.; n = 3).
Especie Tiempo Luz Chla Car FE FC
Hc
Inicial 0.91 ± 0.02 0.25 ± 0.02 0.79 ± 0.18 0.16 ± 0.02
4
PAR 0.97 ± 0.03a 0.21 ± 0.02 0.95 ± 0.18 0.21 ± 0.03
PAB 0.76 ± 0.03c 0.26 ± 0.01 0.46 ± 0.06 0.11 ± 0.02
8
PAR 0.54 ± 0.01b 0.18 ± 0.03 0.61 ± 0.13 0.19 ± 0.02
PAB 0.88 ± 0.02a 0.3 ± 0.02 0.49 ± 0.09 0.16 ± 0.02
14
PAR 0.93 ± 0.03a 0.2 ± 0.02 1.33 ± 0.08 0.36 ± 0.02
PAB 0.9 ± 0.03a 0.27 ± 0.03 0.82 ± 0.13 0.24 ± 0.04
Gl
Inicial 0.51 ± 0.03 0.15 ± 0.01 2.63 ± 0.42 1.4 ± 0.06
4
PAR 0.73 ± 0.03A 0.2 ± 0.02 2.63 ± 0.43 1.44 ± 0.06C
PAB 0.63 ± 0.02A 0.25 ± 0.01 1.56 ± 0.4 0.52 ± 0.08A
8
PAR 0.69 ± 0.02AB 0.23 ± 0.01 1.8 ± 0.19 0.78 ± 0.09B
PAB 0.68 ± 0.03A 0.31 ± 0.02 1.21 ± 0.11 0.52 ± 0.05A
14
PAR 0.57 ± 0.02A 0.25 ± 0.01 1.96 ± 0.17 0.82 ± 0.04B
PAB 0.66 ± 0.03AB 0.31 ± 0.02 1.67 ± 0.13 1.3 ± 0.08C
Hi
inicial 0.41 ± 0.04 0.22 ± 0.02 1.99 ± 0.11 0.21 ± 0.02
4
PAR 0.28 ± 0.02 0.19 ± 0.01d´ 1.55 ± 0.29 0.25 ± 0.03
PAB 0.3 ± 0.03 0.26 ± 0.01ab´ 1.95 ± 0.31 0.26 ± 0.06
8
PAR 0.4 ± 0.02 0.28 ± 0.01a´ 1.09 ± 0.3 0.24 ± 0.04
PAB 0.31 ± 0.01 0.24 ± 0.01b´ 1.02 ± 0.24 0.27 ± 0.02
14
PAR 0.52 ± 0.02 0.3 ± 0.02ac´ 2.41 ± 0.3 0.44 ± 0.04
PAB 0.49 ± 0.01 0.32 ± 0.01c´ 2.37 ± 0.47 0.44 ± 0.08
3.3. Actividad fotosintética 
El rendimiento cuántico máximo (Fv/Fm) no se afectó por ninguna variable a lo largo del 
experimento en ninguna de las tres especies de este estudio, tampoco se observó interacción 
significativa entre los factores T x L (Figura. 2.2A). La tasa de transporte electrónico como indicador 
de la producción fotosintética (ETRmax) se afectó por la interacción de T x L en H. cornea (p < 0.01) 
y en H. incurva (p < 0.01). En cambio, en G. longissima, no se observó dicha interacción, pero sí se 
observó cambios en T y L de manera independiente (p < 0.05) aumentando los valores de ETRmax con 
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respecto al tiempo en ambos tratamientos lumínicos (Figura. 2.2B). El amortiguamiento no 
fotoquímico (NPQmax) no resultó afectado por la interacción de T x L en las especies H. cornea y G. 
longissima, pero si en H. incurva (p < 0.05), siendo ligeramente más alto en el tratamiento PAR que 
en PAB (Figura. 2.2C). Bajo UVR (PAB), la relación ETRmax/NPQmax en H. incurva fue 
aproximadamente 9.2 veces más alta que en condiciones iniciales, mientras que en H. cornea y G. 
longissima fue sólo 4.6 y 3.6 veces más, respectivamente (D). 
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Figura 2.2. Parámetros fotosintéticos en H. cornea (Hc), G. longissima (Gl) y H. incurva (Hi) en el 
momento inicial y después de 4, 8 y 14 d de cultivo bajo los tratamientos PAR y PAB. Rendimiento 
cuántico máximo como Fv/Fm (A), Tasa de transporte electrónico máximo como ETRmax (B), 
amortiguamiento no fotoquímico como NPQmax (C) y relación entre ETRmax/NPQmax (D). Diferentes 
letras (minúsculas en H. cornea, mayúsculas en G. longissima y cursivas en H. incurva) indican 
diferencias significativas para la interacción Tiempo x Luz  (T x L) en cada especie de forma 
independiente (Media ± SE; n = 3). 
La eficiencia fotosintética αETR resultó estar influenciada en las especies H. cornea y H. 
incurva, por la interacción factorial entre T x L (p < 0.01). Sin embargo, en G. longissima, no se 
observaron efectos significativos de estas variables mostrando valores más altos en PAB que en PAR 
para los días 8 y 14. En cuanto a la irradiancia de saturación de la fotosíntesis (EkETR), solo en H. 
incurva se observaron efectos interactivos en T x L (p < 0.05). Por último, para la irradiancia óptima 
(Im), exclusivamente en H. cornea resultó influenciada interactivamente en T x L (p < 0.05). En las 
especies G. longissima y H. incurva no se observaron cambios significativos para la Im, aunque se 
observaron valores más altos en PAB que en PAR en ambas especies (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Parámetros fotosintéticos: eficiencia fotosintética (αETR), irradiancia de saturación de la 
fotosíntesis (EkETR), e irradiancia óptima (Im) en H. cornea (Hc), G. longissima (Gl) y H. incurva (Hi)
en el momento inicial y después de 4, 8 y 14 d de cultivo bajo los tratamientos PAR y PAB. Diferentes 
letras (minúsculas en H. cornea, mayúsculas en G. longissima y cursivas en H. incurva) indican 
diferencias significativas para la interacción Tiempo x Luz (T x L) en ca da especie de f orma 
independiente (Media ± S.E.; n = 3).
Especie Tiempo (días) Luz αETR EkETR Im
Hc
Inicial 0.025 ± 0.003 70.9 ± 15.9 310.6 ± 21.2
4
PAR 0.025 ± 0.003a 202.9 ± 19.1 841.2 ± 38.8b
PAB 0.03 ± 0.003a 209.1 ± 17.5 561.3 ± 79.6a
8
PAR 0.025 ± 0.004a 205.1 ± 26.1 539.3 ± 104.2a
PAB 0.024 ± 0.003a 129.2 ± 15.6 303.3 ± 61a
14
PAR 0.038 ± 0.005b 183.6 ± 22.2 337 ± 77.1a
PAB 0.016 ± 0.003a 184.2 ± 27.7 543.4 ± 110.6a
Gl
Inicial 0.018 ± 0.001 75.1 ± 5.2 403.5 ± 24.4
4
PAR 0.026 ± 0.003 99.9 ± 15.4 326.2 ± 76.9
PAB 0.024 ± 0.001 151.4 ± 8.3 423.7 ± 28.1
8
PAR 0.025 ± 0.002 185.5 ± 9.7 546.3 ± 67.1
PAB 0.033 ± 0.003 193.5 ± 9.6 486.7 ± 33.6
14
PAR 0.037 ± 0.002 152.2 ± 5.6 379.9 ± 20.7
PAB 0.042 ± 0.005 180 ± 13.8 429.7 ± 38.6
Hi
inicial 0.038 ± 0.005 37.5 ± 4.1 246.9 ± 39.6
4
PAR 0.039 ± 0.004a´ 85.7 ± 5.4b´ 413.7 ± 103.7
PAB 0.028 ± 0.005a´ 100.1 ± 16.6a´ 377.8 ± 53.6
8
PAR 0.05 ± 0.006b´ 136.5 ± 17.4a´ 388.2 ± 41
PAB 0.028 ± 0.002a´ 203.9 ± 7.5c´ 609.7 ± 68.1
14
PAR 0.039 ± 0.003a´ 146.4 ± 7a´ 400.1 ± 29.6
PAB 0.044 ± 0.003b´ 243 ± 18.7c´ 640.8± 48.9
3.4. Productividad de la biomasa, crecimiento y estequiometría   
La productividad de la biomasa medida (mBP) expresada en g  PS m-2 d-1 y la tasa de 
crecimiento (% día-1) se incrementaron en todas las especies sometidas a UVR (PAB) respecto al 
control (PAR), aunque solo en H. incurva este efecto fue interactivo en T x L (p < 0.01) (Figura. 2.3A). 
En H. cornea y G. longissima, tanto producción como la tasa de crecimiento, mostraron cambios 
significativos a lo largo del tiempo (p < 0.05). Los valores más altos para estas variables se observaron 
al cuarto día de experimentación observándose un descenso de estos valores a lo largo del tiempo. En 
el caso de H. incurva, en el tratamiento PAB, hubo pérdida de biomasa al final del experimento y 
resultó gravemente afectada por la interacción T x L al final del experimento (día 14). 
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Figura 2.3. Productividad de la biomasa (mBP) en g PS m-2 d-1 (A) y tasa de crecimiento (% día-1) (B) 
en H. cornea (Hc), G. longissima (Gl) y H. incurva (Hi) en el momento inicial y después de 4, 8 y 14 
d de cultivo bajo los tratamientos PAR y PAB. Diferentes letras (cursivas en H. incurva) indican 
diferencias significativas para la interacción Tiempo x Luz  (T x L) en cada especie de forma 
independiente (Media ± SE; n = 3). 
En cuanto al contenido elemental, en H. incurva se observaron efectos interactivos en T x L 
para el contenido en C, en N y en la relación C/N (p < 0.05). Para el último día de experimentación, 
en esta especie, el contenido en N aumentó en un 70% en el tratamiento PAB respecto a los valores 
iniciales (Figura 2.4). En H. cornea, solo se observaron efectos interactivos en T x L para la relación 
C/N (p < 0.01) mostrando un ligero aumento en esta proporción para ambos tratamientos con respecto 
al tiempo. Por último, en G. longissima no se observaron cambios significativos con respecto al tiempo 
(p < 0.05) encontrándose valores más altos de esta proporción al octavo día de experimentación. 
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Figura 2.4. Contenido elemental en carbono (A), nitrógeno (B), y la relación C/N (C) expresadas en 
% respecto al PS para H. cornea (Hc), G. longissima (Gl) y H. incurva (Hi) en el momento inicial y 
después de 4, 8 y 14 d de cultivo bajo los tratamientos PAR y PAB. Diferentes letras (minúsculas en 
H. cornea y cursivas en H. incurva) indican diferencias significativas para la interacción Tiempo x Luz 
(T x L) en cada especie de forma independiente (Media ± SE; n = 3). 
3.5. Composición bioquímica 
La composición porcentual en carbohidratos, mostró un efecto interactivo para T x L en H. 
cornea y en H. incurva (p < 0.01), mientras que para G. longissima, solo se observaron cambios 
significativos con respecto al tiempo (p < 0.05) alcanzándose los valores más bajos al inicio del 
experimento (inicial) respecto al último día (14 d) (Figura 2.5A). El contenido en lípidos totales solo 
resultó afectado interactivamente por T x L en H. cornea (p < 0.01) mientras que en G. longissima y
H. incurva no hubo diferencias significativas para ninguna de las variables independientes (Figura 
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2.5B). El contenido en proteínas resulto influenciado interactivamente en T x L solo para G. longissima
(p < 0.01), no existiendo diferencias significativas en H. cornea y H. incurva, manteniendo estas 
especies valores próximos a los iniciales en ambos tratamientos con respecto al tiempo (Figura 2.5C). 
Figura 2.5. Composición en carbohidratos (A), lípidos (B) y proteínas (C) expresadas % respecto al 
PS para H. cornea (Hc), G. longissima (Gl) y H. incurva (Hi) en el momento inicial y después de 4, 8 
y 14 d de cultivo bajo los tratamientos PAR y PAB. Diferentes letras (minúsculas en H. cornea,
mayúsculas en G. longissima y cursivas en H. incurva) indican diferencias significativas para la 
interacción Tiempo x Luz (T x L) en cada especie de forma independiente (Media ± SE; n = 3). 
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3.6. Fotoprotectores (MAAs y compuestos fenólicos) y Actividad antioxidante 
El contenido en MAAs totales, compuestos fenólicos y la capacidad antioxidante ABTS, 
mostró diferencias significativas para el efecto interactivo T x L en todas las especies estudiadas (p <
0.05), excepto en la composición fenólica para G. longissima la cual no cambió a lo largo del 
experimento (Figura 6A, B y C). El aumento de la actividad antioxidante se correlacionó, en H. cornea,
con la relación C/N (r = 0.68; p < 0.01) contenido fenólico (r = 0.96; p < 0.01), contenido de 
carbohidratos totales (r = 0.64; p < 0.01), proteínas (r = 0.85; p < 0.00) y los MAAs Palythine (r = 
0.87; p < 0.00), Palythinol (r = 0.84; p < 0.00) y con los MAAs totales (r = 0.61; p < 0.03). En G. 
longissima, el contenido antioxidante también se correlacionó con el contenido fenólico (r = 0.73; p <
0.00), con el MAA Palythine (r = 0.51; p < 0.04), Asterina-330 (r = 0.71; p < 0.00), Palythinol (r = 
0.69; p < 0.00) y MAAs totales (r = 0.50; p < 0.04). En G. longissima, también se observó una 
correlación negativa entre la capacidad antioxidante y la producción ETRmax (r = -0.52; p < 0.04), el 
contenido de FC (r = -0.84; p < 0.00) y el contenido de FE (r = -0.58; p < 0.01). En H. incurva, también 
se observó un correlación negativa entre la capacidad antioxidante y las ficobiliproteínas: FC (r = -
0.97; p < 0.03) y FE (r = -0.99; p < 0.00). Por otro lado, se observó correlación positiva entre la 
capacidad antioxidante y el contenido fenólico (r = 0.95; p < 0.05) y proteico (r = 0.99; p < 0.00).  
Mediante espectrometría de masas (ESI-MS), se determinó un compuesto bromofenólico (3-
bromo-4,5-dihidroxifeniletanol sulfato: C8H9BrO6S), tanto en G. longissima como en H. incurva, con 
una masa atómica observada de 334.91954 (en ambas especies) y una masa atómica calculada de 
334.91959 (ppm 0.1) y 334.96646 (ppm 0.06) para G. longissima y H. incurva respectivamente 
(Material suplementario, Figura S.2.1).  
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Figura 2.6. Contenido en MAAs totales (mg g-1 PS) (A), fenoles (mg g-1 PS) (B) y capacidad 
antioxidante (µmol TEAC g-1 PS) (C) en H. cornea (Hc), G. longissima (Gl) e H. incurva (Hi) en el 
momento inicial y después de 4, 8 y 14 d de cultivo bajo los tratamientos PAR y PAB. Diferentes letras 
(minúsculas en H. cornea, mayúsculas en G. longissima y cursivas en H. incurva) indican diferencias 
significativas para la interacción Tiempo x L uz (T x L) en cada especie de forma independiente 
(Promedio ± S.E.; n = 3). 
En cuanto a los cinco MAAs encontrados en las 3 especies (Palythine, Asterina-330, 
Palythinol, Shinorine y Porphyra-334), las proporciones porcentuales en cuanto al total de MAAs en 
mg g-1 PS, se vieron afectados por el tiempo (T) y el tratamiento lumínico (L) (Figura 7). El MAA 
Palythine, en H. cornea se incrementó significativamente con respecto al inicial y al control (PAR) 
mientras que para G. longissima y H. incurva este aminoácido disminuyó viéndose afectado 
significativamente en las tres especies por el efecto interactivo (T x L) p < 0.05). El contenido de 
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Asterina-330 y de Palythinol, aumentó en las tres especies con respecto a los tratamientos PAR, sin 
embargo, para las tres especies estudiadas, los aminoácidos Shinorine y Porphyra-334 decayeron en el 
tratamiento PAB con respecto al tratamiento PAR.  
En H. incurva, el aminoácido mayoritario fue Asterina-330 (90% aprox. respecto al total) 
durante todo el experimento, pero finalmente, el día 14, Shinorine sustituyó a este (Figura. 7). En G. 
longissima, al final del experimento también se incrementó el contenido de Shinorine (80-85%). Por 
último, en H. cornea, el aminoácido Palythinol no se encontró para el último día de experimento (día 
14), teniendo en cuenta que este suponía el 37% de contenido total de MAAs al inicio del experimento. 
Figura 2.7. Distribución de los distintos tipos de MAAs en % (Palythine, Asterina-330, Shinorine, 
Porphyra-334 y Palythinol) con respecto al total de MAAs (mg g-1 PS) en H. cornea (A), G. longissima
(B) y H. incurva (C) en el momento inicial y después de 4, 8 y 14 días de cultivo bajo los tratamientos 
PAR y PAB. (Promedio ± S.E.; n = 3).
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4. Discusión 
Se estudió el efecto de la UVR en tres especies de algas rojas (Hydropuntia cornea,
Gracilariopsis longissima y Halopithys incurva) observándose que bajo esta radiación, se mantenían 
altas tasas fotosintéticas, altos contenidos en compuestos de interés y una productividad de biomasa y 
crecimiento (a excepción de H incurva en cuanto a la productividad de biomasa). Las algas  sometidas 
a PAB (PAR + UVA + UVB) con alto N (150 µM NH4+ y 15 µM PO43-; N/P=10) presentan diferentes 
patrones fisiológicos y metabólicos respecto con sólo radiación PAR. Estos cambios fueron detectados 
por medidas de las variables fisiológicas y bioquímicas mediante el uso de indicadores funcionales de 
acuerdo a Figueroa & Korbee (2010), siendo la especie H. incurva la especie más afectada 
negativamente por la UVR en cuanto a la productividad de biomasa y al crecimiento. La radiación 
UVR induce genes que codifican las proteínas implicadas en la biosíntesis de pigmentos 
fotoprotectores, en la reparación del ADN, en la estimulación de sistemas antioxidantes enzimáticos.
También UVR induce genes que regulan la fotosíntesis, genes del ciclo celular y genes relacionados 
con el estrés metabólico (Portwich & Garcia-Pichel 2000; Kräbs et al. 2002, 2004; Brosché & Strid 
2003). Por ende, la UVR, a estas dosis estudiadas y en estas especies, actuaría como un mecanismo 
inductor para la biosíntesis de compuestos fotoprotectores y antioxidantes permitiendo   estas especies, 
alcanzar un equilibrio homeostático frente al estrés generado por exposición a UVR (Rastogi et al. 
2017).  
La relación experimental de UVA/UVB (20.4) en el tratamiento PAB, fue próxima a la natural 
(Leckner 1978; Holzinger & Lütz 2006; Häder et al. 2007). Se sabe que el exceso de PAR también 
puede producir fotoinhibición (Bischof et al. 2006), y que altos niveles de PAR están relacionados con 
altos niveles de UVR. Sin embargo, en este estudio se incrementó la relación UVR/PAR (0.43) con 
respecto a las condiciones naturales para poder determinar como la UVR induce a la síntesis de 
compuestos derivados del metabolismo primario y secundario (Holzinger & Lütz 2006), por lo que no 
se han tenido en cuenta los posibles efectos interactivos existentes entre la radiación PAR y la UVR.  
4.1. Morfología 
En las tres especies de algas rojas estudiadas, la morfología, el color, las ramificaciones y el 
grosor se vieron alterados. Estas características morfológicas alteradas por exposición a UVR, 
determinan fuertemente la capacidad y la producción fotosintética a partir de la luz (Agustí et al. 1994; 
Enríquez et al. 1994). Las diversas capas celulares, caracterizadas por diferentes propiedades ópticas, 
provocan el auto-sombreado y la dispersión de la luz, lo que da lugar a una absorción luminosa 
diferencial (Enríquez et al. 1995; Raven & Kübler 2002). En definitiva, las algas pueden adaptarse a 
condiciones diferentes de radiación modificando sus características morfológicas; por ejemplo, Ulva 
rotundata forma esteras flotantes extendidas, donde las plantas están directamente expuestas a una 
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radiación solar plena que contrasta con la situación de los individuos que crecen en lugares con menor 
radiación (Bischof et al. 2002). Aun así, existen estudios donde se examinan las respuestas fisiológicas 
(fotosíntesis, contenido pigmentario, crecimiento, etc.) de varios grupos de macroalgas expuestas a la 
UVR donde no se encuentran patrones relacionados con la morfología (Aguilera et al. 1999; Gómez &
Huovinen 2011). En cambio, otros factores como la posición a lo largo de la costa, determinan 
fuertemente el rendimiento fisiológico de las algas como se ha reportado para los ecotipos de sol y 
sombra de los géneros de algas rojas Porphyra (Figueroa et al. 1997; Figueroa et al. 2003) y Gelidium
(Gómez & Figueroa 1998). 
4.2. Pigmentos 
Con respecto al contenido en Chla y  carotenoides totales, estudios previos con macroalgas  
expuestas a UVR, mostraron una reducción pigmentaria significativa tras exposición a esta radiación 
(Figueroa et al. 1997; Aguilera et al. 1999; Figueroa et al. 2003; Roleda et al. 2004, 2012). En un ciclo 
diario bajo radiación solar  en el alga roja Rissoella verruculosa, el contenido de pigmentos presentó 
variaciones horarias en cuanto al contenido de FE, pero no de Chla y de FC, que disminuyó en PAB 
respecto sólo PAR (Flores-Moya et al. 1998). También, en Porphyra leucostica, se observó este patrón 
cuando se comparan entre los mismos tratamientos lumínicos para las mismas intensidades lumínicas 
(Figueroa et al. 1997). La exposición a UVB (8 W m-2) durante 6 h, en la cianobacteria marina 
Phormidium tenuous causó una disminución de los niveles de pigmentos fotosintéticos Chla, y 
carotenoides en un 74% y un 83.5% respectivamente (Bhandari & Sharma 2011). En la cianobacteria 
Aulosira fertilissima, los pigmentos fotosintéticos fueron completamente degradados después de 2-3 h 
de irradiación con UVB (5 W m-2), lo que sugiere la pérdida de transferencia de energía efectiva de los 
pigmentos accesorios al PSII (Banerjee & Häder 1996). En Nostoc muscorum, después de 70 min de 
exposición a UVB (3.5 W m-2), la FC, los carotenoides y la Chla se redujeron 86%, 81.3% y 76.9%, 
respectivamente, mientras que en las especies de este estudio, cultivadas a 0.6 W m-2 (UVB) en un 
fotoperiodo de 16:8 (lo que hace mayor dosis acumulativa además del efecto irradiancia) no produjo 
efectos tan drásticos a nivel pigmentario como en estos estudios citados (Agrawal & Chaudhary 1996) 
por el simples hecho de que las fuentes de radiación son diferentes y predominan longitudes más cortas 
en la UVB de los estudios citados. En definitiva, la UVR, en estas especies estudiadas, tiene 
consecuencias negativas sobre los pigmentos fotosintéticos, ya sea por degradación o por inhibición 
de enzimas implicadas en su ruta biosintética (Ranjbarfordoei et al. 2011). 
La coloración de los talos está íntimamente relacionada con el contenido pigmentario. Tras 14 
días de cultivo se aprecian colores menos rojizos y más pardos especialmente en H. cornea y G. 
longissima consecuencia de la alteración de la proporción FC/FE. Este agotamiento de N provocado 
por los mecanismos de reparación dependientes de este nutriente, aumenta las respuestas 
fotoinhibitorias en la fotosíntesis (Korbee et al. 2004; Barufi et al. 2011), por lo que los pigmentos 
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fotosintéticos se encuentran íntimamente relacionados con la disponibilidad de N (Davison et al. 2007).
Sólo en H. incurva se observó un incremento del contenido en ficobiliproteínas bajo PAB, aunque no 
fue significativo estadísticamente, tal como se ha estudiado con anterioridad en diversas especies de 
cianobacterias como Nostoc muscorum, Phormidium foveolarum y Arthrospira platensis (Kumar et al. 
2016) y en fanerógamas (Gnaphalium luteo-album) (Cuadra et al. 1997). En G. longissima, los niveles 
de FC se vieron reducidos bajo tratamiento PAB para los días 4 y 8, tal como se ha observado por otros 
autores en Gracilaria tenuistipitata (Barufi et al. 2012), para luego incrementarse al final del 
experimento (14 d). Probablemente, estas dos especies al ser sometidas a UVR, presentan un mayor 
requerimiento de N relacionado con la minimización de los daños inducidos por UVR, ya que, varios 
mecanismos de reparación frente a UVR, implican enzimas y/o cofactores que poseen N en su 
composición. Dichos mecanismos estarían siendo demandados preferentemente (Roy 2000). Además, 
también los mecanismos de reparación de los daños inducidos por UVR para los componentes del 
transporte electrónico, producen un aum ento en la demanda enzimática, dando lugar a mayores 
necesidades de N. Se ha descrito que las ficobiliproteínas son un mecanismo de almacenamiento de N
cuando este se encuentra en condiciones no limitantes en el medio, y que son fuente de N cuando este 
está en condiciones limitantes (Lapointe & Duke 1984). Se ha estudiado que las ficobiliproteínas del 
género Gracilaria pueden utilizarse como fuente de N, antes de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa 
/ oxigenasa, cuando se someten a condiciones de agotamiento de nutrientes (García‐Sánchez et al. 
1993; Talarico & Maranzana 2000; Barufi et al. 2012). 
4.3. Fotosíntesis 
En este estudio, ninguna especie sufrió cambios significativos para el rendimiento cuántico 
máximo (Fv/Fm) en cuanto al tiempo y al tratamiento lumínico, por lo que no se observó cambios en la 
irradiancia óptima (Im). Se ha demostrado que las algas intermareales presentan altas caídas de Fv/Fm
al mediodía y un aumento por la tarde mostrando así una fotoinhibición dinámica la cual mejora la 
recuperación fotosintética (Figueroa & Viñegla 2001; Häder et al. 2002). El patrón de disminución de 
Fv/Fm en las especies de macroalgas en el medio natural, se ha relacionado con su distribución en
profundidad y, en consecuencia, con la capacidad de aclimatación a la radiación fluctuante (Hanelt et 
al. 2006).  
Por otra parte, el presente estudio demostró que la UVR aumenta la producción fotosintética 
en términos de ETRmax en H. cornea, G. longissima y H. incurva con respecto a los valores iniciales, 
lo que podría estar asociado con la energización que aporta esta radiación para la fijación fotosintética 
de CO2 (Gao et al. 2007). Aunque altos niveles de UVR para el día 14 de experimento (final) causaron 
cambios en la irradiancia óptima (Im) en las tres especies tal como se observó en otros estudios para 
macroalgas (Häder et al. 2001), se ha encontrado que dosis moderadas de UVA aumentan el 
crecimiento tanto de algas rojas, cómo de verdes y pardas (Xu & Gao 2016) así como la fijación 
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fotosintética de CO2 por parte del fitoplancton (Helbling 2003; Gao et al. 2007). La pr esencia de 
radiación UVB es este estudio, y en dosis moderadas, produce un efecto positivo sobre la fotosíntesis 
de las especies estudiadas, tal como se ha visto en macroalgas del mediterráneos las cuales crecen en 
ambientes con altas dosis de UVR (Flores-Moya et al. 1999) o como las macroalgas de zonas tropicales 
(Hanelt & Roleda 2009) 
También se ha encontrado que la radiación UVA (en dosis moderadas) ayudaría en l a 
reparación del ADN (Pakker et al. 2000a; 2000b). Por otro lado, es probable que para las especies 
estudiadas, la absorción de energía procedente del intervalo espectral de UVA sea transferida a la Chla,
para posteriormente ser emitida como fluorescencia, tal como se observó en Pseudo-nitzschia 
multiseries (Orellana et al. 2004). Además, se ha demostrado que la exclusión de UVB produce una 
reducción de la actividad fotosintética en macroalgas y una mayor fotoinhibición por altas dosis de 
PAR (Hanelt & Roleda 2009) y que a demás, conduce también a u na menor recuperación de la 
fotosíntesis (Flores-Moya et al. 1999). Los v alores más altos de producción fotosintética ETRmax
(superiores a 10.5 µmol e- m-2 s-1), se observaron en H. incurva al final del experimento en PAB, aunque 
estos valores no concuerdan con los valores de productividad de biomasa obtenidos (g PS m-2 d-1)
donde no hubo crecimiento real en términos de peso seco. En esta especie, esto puede ser interpretado 
debido a que la energía movilizada por la fotosíntesis, no es convertida en crecimiento si no que va 
dirigida hacia los mecanismos de fotoprotección. En H. cornea y G. longissima, la producción ETRmax
aumentó en todos los tratamientos en un 80 y  78.3% (respectivamente) con respecto a los valores 
iniciales, lo que indicaría que estas especies tolerarían estas dosis de UVR sin afectar a los valores de 
producción fotosintética. 
También, G. longissima podría estar invirtiendo gran parte de l a energía fotosintética en 
mecanismos fotoprotectores, es decir, aumento de EkETR y disminución de αETR. También, G. 
longissima presenta mayor NPQmax bajo PAB, indicando así un mayor rendimiento de fotoprotección. 
Sin embargo, esta estrategia no pudo mantenerse en PAB, provocando una drástica disminución de la 
capacidad fotosintética, aunque el contenido de Chla y N total interno no se vieran afectados. La 
reducción de la eficiencia fotosintética como αETR, puede ser causada por una mayor disipación de calor 
de acuerdo a Krause & Weis (1991) debido a la agregación del complejo de recolección de luz (LHC) 
(Ruban & Horton 1995) o a un aumento en la relación de PSII inactivo/activo (Öquist et al. 1992).  
Valores altos en el amortiguamiento no fotoquímico (NPQmax) han sido estudiados previamente 
en especies del género Ulva a corto plazo, en incrementos tanto de PAR como de UVR (Figueroa et 
al. 2003). Sin embargo, a pesar del efecto drástico del aumento de la UVR, también se ha observado 
aclimatación en esta especie (Grobe & Murphy 1998; Altamirano et al. 2000). Las diferencias 
explicadas anteriormente para las especies de este estudio pueden ser igualmente demostradas por la 
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relación ETRmax/NPQmax donde H. incurva presentó valores más altos y menor disminución que H. 
cornea y G. longissima. Las variaciones de ETRmax/NPQmax con los cambios de UVR sugieren a este 
parámetro como un buen indicador de su efecto sobre las respuestas fotosintéticas, es decir, la relación 
entre la capacidad fotosintética (o productividad) y la disipación de energía (Figueroa et al. 2014) 
4.4. Productividad de la biomasa, crecimiento y relaciones estequiométricas C/N 
La productividad de la biomasa y el crecimiento, como procesos integradores, siguen siendo 
los mejores parámetros para explicar el desempeño ecofisiológico en los organismos fotosintéticos 
(Roleda et al. 2004). Con el aumento de UVR, los mecanismos de fotoprotección pueden resultar 
insuficientes y pueden producirse cambios y desequilibrios celulares en especies que no toleren altas 
dosis de UVR (Bowler et al. 1992). Estos desequilibrios conducen a cambios conformacionales en el 
material genético y, en consecuencia en la replicación, transcripción y traducción genética (Lao &
Glazer 1996; Buma et al. 2003), que finalmente conllevaría a una disminución de la biomasa (Franklin 
& Forster 1997) y de las tasas de crecimiento de macroalgas (Wood 1987). En este estudio, esta 
reducción en el crecimiento solo se ha observado en H. incurva pudiendo estar relacionado con el 
retraso en el proceso de la división celular, como resultado de la formación de dímeros de pirimidina. 
Esto, a su vez, provoca una disminución de los recursos genéticos cuando los organismos están 
expuestos a radiación UVB durante periodos de tiempo más prolongados (Buma et al. 1995; Van De 
Poll et al. 2001). También, la exposición a UVR reduce la acumulación de productos fotosintéticos, 
que son ahora movilizados hacia la reparación de los daños celulares y, en consecuencia, limitan el 
crecimiento y la reproducción. En este sentido, el crecimiento como un proceso celular integrador, 
sería más adecuado que la fotosíntesis para el estudio del efecto a largo plazo de la exposición a UVR 
en estas especies. Cabe mencionar que algunas especies son más susceptibles a UVR en cuanto a su 
capacidad de crecimiento y productividad de biomasa, por ejemplo, en el alga parda Laminaria 
ochroleuca se observó un descenso del crecimiento del 48% en presencia de UVR. Por lo tanto, en 
lineas generales, los efectos nocivos sobre la producción y el crecimiento aumentaron al aumentar la 
dosis de exposición (Altamirano et al. 2003). 
Otro indicador del estado fisiológico en algas es la estequiometría elemental (índice C/N), ya 
que este parámetro indica el potencial metabólico para sintetizar biomoléculas a partir del metabolismo 
secundario (Weykam et al. 1996; Altamirano et al. 2000). La relación C/N es un buen indicador del 
estado nutricional en los organismos fotosintético. Se ha observado que bajo condiciones limitantes de 
nutrientes, especialmente de N, el crecimiento se ve restringido en los organismos fotosintéticos 
generando a su vez un aumento en la relación C/N, la cual redundaría en un aumento de la producción
de metabolitos secundarios (Duarte 1992; Bryant et al. 2012; Álvarez-Gómez et al. 2016).
Sorprendentemente, en el tratamiento PAB, la relación C/N se redujo en las especies estudiadas. En 
estas especies, la UVR aumentó la acumulación de N y el potencial de crecimiento, mientras que el 
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bajo nivel de UVB redujo este fenómeno. Varios autores también han propuesto que la acumulación 
de N sirve para la síntesis adicional de compuestos, como los fotoprotectores para la UVR (Korbee et 
al. 2005; Huovinen et al. 2006; Figueroa et al. 2009).  
4.5. Composición bioquímica 
La UVR puede alterar la proporción y la cantidad de l as grandes macromoléculas como 
proteínas, lípidos y carbohidratos (Arts & Rai 1997). Esto se debe a la generación de radicales libres 
(ROS y NOS) que pueden producir peroxidación lipídica, daño a las proteínas y alteraciones de 
polisacáridos  (Fridovich 1986, Asada 1996). 
4.5.1. Carbohidratos  
La UVR también causa una disminución en la biosíntesis de carbohidratos en macroalgas, sin 
embargo en este estudio se produjo un aumento en H. cornea y H. incurva con respecto a los valores 
iniciales tanto en los tratamientos PAR como en PAB. Aunque solo en H. cornea y a partir del día 8, 
se observó una mayor cantidad de carbohidratos en el tratamiento PAB que en PAR (+ 53%). Otros 
autores, investigaron los efectos de la UVR en Gracilaria edulis expuesta durante 72 h a UVB y 
observaron una disminución en el rendimiento de agar, pasando de un porcentaje del 58.8% al 12.5%
en 72 h (Eswaran et al. 2002). En este mismo estudio, también se observaron pérdidas en la fuerza del 
agar por acción de UVR pasando de 125.5 a 47 g cm-2 en 72 h. La reducción en PAB respecto a PAR,
es originada por el fotodaño inducido en G. longissima y H. incurva y estaría vinculada a un a 
disminución de la expresión génica asociada con la fotosíntesis, la fotorrespiración y el ciclo de Calvin-
Benson (Kusano et al. 2011).  
4.5.2. Lípidos  
La UVR se ha sugerido como variable inductora para la producción de lípidos algales en 
sistemas de cultivo a gran escala (Guihéneuf et al. 2010). Los efectos del tratamiento PAB para las 
especies estudiadas, ejercen una inducción positiva en la producción de lípidos totales, por lo que este 
tipo de radiación en condiciones y dosis controladas, ejercería un rol inductor para la biosíntesis de 
lípidos a nivel celular (Sharma et al. 2012). En este estudio, el contenido lipídico se incrementó 
considerablemente con respecto a las condiciones iniciales. Los efectos de la radiación UVR sobre el 
contenido total de lípidos, ha sido estudiado en profundidad para especies de microalgas con interés 
para la producción de lípidos transesterificables, faltando más evidencia científica en macroalgas. En 
un estudio donde se evaluó el contenido lipídico de tres especies de fitoplancton marino antártico 
Odontella weissflogii, Chaetoceros simplex y Phaeocystis antarctica expuestas a UVA constante y a 
baja o alta radiación UVB, se observó que el contenido de esteroles, ácidos grasos y lípidos totales de 
O. weissflogii cambió ligeramente bajo UVB en comparación con las condiciones de control. Por el 
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contrario, cuando P. antarctica fue expuesto a baja irradiancia de UVB, los lípidos de almacenamiento 
se redujeron mientras que los lípidos estructurales aumentaron (Skerratt et al. 1998). P. antarctica
también contenía una mayor proporción de ácidos grasos poliinsaturados bajo exposición a UVB 
moderada. La exposición de P. antarctica a una alta irradiación con UVB, aumentó las concentraciones 
totales de lípidos, triacilgliceroles (TAG) y ácidos grasos libres (AGL). Este aumento en la 
concentración de AGL, principalmente ácidos grasos saturados (AGS), sería indicativo de una 
degradación de los lípidos complejos durante el tratamiento con alto UVB (Skerratt et al. 1998).  
Otro estudio reciente mostró que el uso modulado de la radiación UVA durante 7 días podría 
conducir a un aumento de la producción de ácidos grasos en Nannochloropsis sp. (Forján et al. 2011).
Sin embargo, existe la preocupación en la comunidad científica de que el uso constante de la luz UVA,
no sea viable para el cultivo a escala industrial, mientras que la radiación UVB (más corta) también 
podría afectar la composición y producción de lípidos de microalgas como resultado de inhibir la 
absorción de nutrientes y el mecanismo de asimilación de carbono produciendo, además de producir 
daños irreversible en el material genético (Guihéneuf et al. 2009). 
4.5.3. Proteínas 
El contenido en proteínas para las especies estudias se redujo con respecto a las condiciones 
iniciales. Sin embargo, en el tratamiento PAB para cada uno de ellas, se observó un ligero aumento en 
el contenido proteico. Estos efectos observados se deberían, en parte, al impacto directo de la radiación 
UVB sobre las proteínas de membrana (Xue et al. 2005) y a la demanda celular requerida para el 
mantenimiento de la homeostasis y el proceso fotosintético. Las proteínas son blancos potenciales de 
la UVB, en concreto los aminoácidos aromáticos como el triptófano y la tirosina absorben UVB hasta 
305 nm y pueden ser foto-oxidados dando lugar a reticulaciones intermoleculares e intramoleculares 
provocando una posterior ruptura de la cadena polipeptídica, cambios estructurales o i nactivación 
enzimática (Wilson et al. 1995).  
4.6. Fotoprotectores y antioxidantes 
4.6.1. Aminoácidos tipo micosporina 
Las algas poseen mecanismos para atenuar los efectos generados por la UVR y para ello, 
presentan estrategias ecofisiológicas que actualmente ya han sido ampliamente estudiadas. Estos 
mecanismos consisten básicamente en la producción de compuestos químicos, por inducción de la 
UVR, que ayuden a contrarrestar los efectos nocivos de la UVR como son los MAAs y los compuestos 
fenólicos (Korbee et al. 2004a; Figueroa et al. 2010; Cabello-Pasini et al. 2011). Numerosos estudios, 
han demostrado que los MAAs previenen que 3 de cada 10 fotones golpeen dianas sensibles a la UVR 
a nivel citoplasmático. Las células con altas concentraciones de MAA son 25% más resistentes a la 
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UVR que aquellas con concentraciones bajas o que no presentan MAAs en su composición (García-
Pichel et al. 1993). En este estudio, el contenido en MAAs se incrementó considerablemente para todas 
las especies con respecto a las condiciones iniciales en el tratamiento PAB alcanzando un máximo en 
todas las especies el día 8 del experimento (+83% en H. cornea, +55% en G. longissima y 70% en H. 
incurva).
Los MAAs son verdaderos metabolitos secundarios de uso múltiple y debido a la potente 
absorción que presentan frente a UVR y a sus propiedades antioxidantes, presentan amplias 
aplicaciones cosmecéuticas y farmacéuticas (De la Coba et al. 2009; Carreto & Carignan 2011; Wada 
et al. 2013; Suh et al. 2014). Hasta la fecha, se han identificado más de 35 MAAs diferentes en 
organismos marinos como las cianobacterias, algas y animales vertebrados e invertebrados (Becker et 
al. 2016). Los MAA son más abundantes en rodófitas en comparación con las especies de clorófitas y 
feófitas (Korbee et al. 2006; Figueroa et al. 2012) 
La capacidad antioxidante se correlacionó positivamente con el contenido en MAAs en las 
algas de este estudio. Esta capacidad antioxidante incrementada prevendría, además de la capacidad 
fotoprotectora, de un mecanismo para mitigar el daño oxidativo ocasionado por el aumento de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (NOS) (Carreto & Carignan 2011). Muchos estudios, 
corroboran el rol antioxidante de los MAAs, tanto a partir de extractos crudos, como a partir de los 
compuestos aislados y purificados con la finalidad de estudiar las estudiar sus propiedades 
antirradicalarias para actuar como eficientes sistemas antioxidantes (De La Coba et al. 2009; 
Kannaujiya et al. 2014; Rastogi & Incharoensakdi 2014). 
4.6.2. Compuestos fenólicos 
El efecto de la UVR para las especies estudiadas, se encuentra estrechamente relacionado con 
la biosíntesis de compuestos fenólicos que también actúan antioxidantes y fotoprotectores, al igual que 
los MAAs. En este estudio, el aumento de la concentración de compuestos fenólicos se correlacionó 
con el contenido de MAAs. Esto podría explicar la aclimatación efectiva al aumento de la UVR en el 
tratamiento PAB, tal como ha sido reportado en otros estudios (Rice-Evans et al. 1997; Karsten et al. 
2009). El contenido fenólico se correlacionó, además, positivamente con el amortiguamiento no 
fotoquímico (NPQmax) en H. cornea. Por lo tanto, la acumulación de compuestos fenólicos en esta 
especie podría ser un proceso relacionado con un aumento de actividad metabólica en el ciclo 
xantofílico (Goss & Jakob 2010). En C. tamariscifolia, Abdala-Díaz et al. (2006) observaron una 
mayor acumulación de compuestos fenólicos en verano con respecto al invierno como consecuencia 
de las fluctuaciones de la UVR estacional. Por primera vez, se describe en la literatura científica para 
G. longissima y H. incurva, un compuesto bromofenólico sulfatado (3-bromo-4,5-dihidroxifeniletanol 
sulfato: C8H9BrO6S), con una masa atómica observada de 334.91954 (para ambas especies) y una masa 
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atómica calculada de 334.91959 (ppm 0.1) y 334.96646 (ppm 0.06) para G. longissima y H. incurva
respectivamente. Este bromofenol sulfatado ha sido descrito como sustancia anticancerígena (Liu et 
al. 2011) en varias líneas celulares humanas de cáncer HCT-8, Bel-7402, BGC-823, A549 y A2780 
(Ma et al. 2006). 
Los compuestos fenólicos acumulados bajo un alto suministro de N, también puede proteger 
las algas contra UVR como se ha comentado. Esto explicaría la correlación positiva encontrada entre 
el aumento de MAAs y compuestos fenólicos en este estudio para H. cornea y G. longissima. Estas 
dos especies mostraron un aumento del contenido en Palythine (r = 0.88 y 0.76; p < 0.00) y Palythinol 
(r = 0.80 y 0.76; p < 0.00) respectivamente que se correlacionó con el aumento en el contenido fenólico. 
Estos dos aminoácidos son los dos metabolitos descritos  con más capacidad antioxidante (Dunlap &
Yamamoto 1995, De La Coba et al. 2009; Wada et al. 2015). Solo en G. longissima se correlacionó el 
contenido de Asterina-330 (r = 0.66; p < 0.00) con los compuestos fenólicos. En H. incurva, no se 
encontró correlación alguna. Estas correlaciones entre compuestos fenólicos y MAAs pueden ser 
debidas a que, en la ruta biosintética de ambos grupos de compuestos (ruta del ácido shikímico), 
comparten algún sustrato común. En algas pardas, por ejemplo, se ha demostrado que los compuestos 
fenólicos se acumulan y fotoprotegen el aparato fotosintético (Cerantola et al. 2006). El incremento 
estacional de radiación solar produce un incremento del contenido de compuestos fenólicos en otras 
especies algales (Abdala-Díaz et al. 2006; Celis-Plá et al. 2016). En este estudio, se demuestra que los 
compuestos fenólicos no son sólo filtros de UVR, sino que también ejercen un rol antioxidante. 
Además de la radiación solar, la disponibilidad de N influye en la acumulación de compuestos 
fenólicos. En estudios realizados con algas pardas y verdes, se ha demostrado que el aumento de la 
concentración de N en el medio produce un aumento en la acumulación de compuestos fenólicos (Pavia 
& Toth 2000; Cabello-Pasini et al. 2011; Celis-Plá et al. 2015). En consecuencia, la disponibilidad de 
N podría reducir el efecto negativo de la UVR, ya que los compuestos fenólicos pueden aumentar tanto 
la fotoprotección, como el barrido de radicales libres dentro de las células (Cerantola et al. 2006).  
5. Conclusiones  
Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y Halopithys incurva presentaron un
mecanismo eficaz de fotoprotección basado en la acumulación de compuestos fotoprotectores frente a 
la UVR, alta disipación de energía y alta capacidad antioxidante, además del crecimiento en 
condiciones de alto N-NH4+ (150 µM). Solo H. incurva en el tratamiento PAB, mostró un decaimiento 
de la biomasa al no conseguir adaptarse a estas condiciones experimentales. Este estudio abre la 
posibilidad para el cultivo de H. cornea y G. longissima bajo UVR y altos niveles de N inorgánico 
(especies ya cultivadas anteriormente a gran escala) lo que permita un uso biotecnológico de la biomasa 
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basado en el concepto de biorrefinería. Esta biomasa podría ser canalizada con éxito para usos 
dermatológicos, cosméticos y nutracéuticos, entre otros. 
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Efectos combinados de la radiación UV y los nutrientes sobre la 
ultraestructura celular, la fotosíntesis y la composición bioquímica 
en Gracilariopsis longissima (Gracilariales, Rhodophyta)  
 
 
1. Resumen 
En el capítulo, se discuten las implicaciones biotecnológicas de los cambios metabólicos 
relacionados con la disponibilidad de la radiación y los nutrientes en Gracilariopsis longissima en un 
experimento bifactorial en el laboratorio durante 14 días. Además de las variables fisiológicas y 
bioquímicas, en este estudio, se analizó la morfología y la ultraestructura a nivel celular mediante 
microscopía óptica (LM del inglés, Light Microscopy) y de transmisión (TEM del inglés Transmission 
Electron Microscopy). Se observaron tres alteraciones morfológicas principales relacionada con 
mecanismos de defensa contra la UVR: un incremento en el espesor de la pared celular, una mayor 
acumulación de gránulos de almidón y una multiplicación del número de capas de células corticales. 
El contenido de compuestos nitrogenados (proteínas y MAAs) y compuestos fenólicos aumentó a lo 
largo del tiempo. Se observó una interacción significativa entre los factores, radiación y nutrientes, en 
diferentes variables como clorofila a (Chla), carotenoides, almidón, lípidos, capacidad antioxidante y 
viabilidad celular. Por lo tanto, G. longissima mostró una alta aclimatación a UVR bajo alta 
disponibilidad de nutrientes sin mostrar disminución en la tasa fotosintética a la vez que aumentó la 
acumulación de compuestos nitrogenados con rol fotoprotector y con capacidad antioxidante (MAAs). 
Sin embargo, el contenido de almidón, lípidos y compuestos fenólicos, aumentaron principalmente en 
presencia de UV bajo limitación de nutrientes. 
2. Material y métodos 
Especímenes de Gracilariopsis longissima se recolectaron en el río San Pedro (36° 32 ' 52" N 
6° 12' 33" W), Cádiz, España, en junio de 2014. Este río tiene una concentración media anual de 1.4 
μM PO43-, 3.5 µM de NO3- y 5.6 μM de NH4+ (Hernández et al. 2005). La biomasa algal fue transportada 
al laboratorio del Departamento de Ecología de la Universidad de Málaga (España), a baja temperatura 
y en recipientes de plástico. Para eliminar las algas epífitas que pudiesen estar adheridas, la biomasa 
se limpió con ayuda de un pequeño cepillo y con agua de mar filtrada. 
3 
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G. longissima se mantuvo en medio Provasoli (Provasoli et al. 1957) modificado por Bold & Wynne 
(1978) hasta el comienzo de la experimetación (ta). Siete días antes del comienzo del experimento 
(tiempo inicial: t0), las algas se colocaron en agua de mar (sin adición alguna de nutrientes) en un 
recipiente de metacrilato de polivinilo (Plexiglass vidrio XT - 29080) con un volumen de 1.5 L de agua 
de mar (12 cilindros). La atenuación en los cilindros tanto de UVB (λ = 280-315 nm) como de UVA 
(λ = 315-400 nm) fue de 34 y 21% respectivamente, mientras que la atenuación de PAR (λ = 400-700 
nm) fue del 17%. Se pueden encontrar más detalles sobre el espectro de transmisión de la radiación en 
los recipientes experimentales empleados en Aphalo et al. (2012) y en “Material y métodos generales. 
Ep 1.1.1) de la presente Tesis Doctoral. La radiación PAR se obtuvo a partir de tres lámparas 
fluorescentes (Phillips TL-D® 36W / 54-765) y la UVR se obtuvo usando dos lámparas Q-Panel® 340 
(Q-Panel Co., Ohio, EE.UU). Tanto la cantidad, como la calidad espectral utilizada en estos 
experimentos así como la transmisión de los cilindros (Material y métodos generales, Figura M.3), se 
determinó con un espectrorradiómetro multidiodo, Sphere Optics, modelo SMS-500 (Sphere optics 
LLC, Concord, NH).  
El experimento consistió en un diseño factorial (2 x 2) con dos tratamientos de luz (PAR y 
PAB) y dos niveles de nutrientes (alto y bajo). Los tratamientos fueron iguales a los del capítulo 
anterior (Capítulo 2) (Material y métodos generales, Tabla M.1). La irradiancia de PAR fue de 141 
μmol m-2 s-1, y de UVA 12.7 W m-2 y 0.6 W m-2 para UVB. El fotoperiodo en ambos tratamientos fue 
16: 8 (luz: oscuridad). Con el fin de determinar dosis biológicamente efectivas, expresadas como dosis 
diaria (KJ m-2), se emplearon espectros de acción para el daño del ADN (Setlow 1974), fotoinhibición 
de cloroplastos (Jones & Kok 1966), inhibición de la fotosíntesis (Calpsell 1971) y peroxidación de los 
lípidos (Morliere et al. 1995). 
Los dos tratamientos de nutrientes fueron los siguientes: bajo contenido en nutrientes (LN, 
NH4Cl 10 μM +1 μM HNa2PO4) y alto contenido en nutrientes (HN, NH4Cl 300 μM + HNa2PO4 30 
μM), siendo así la proporción N: P igual en ambos tratamientos (10:1). El reemplazo del agua de mar 
se hizo cada 48 h con el fin de evitar la limitación de nutrientes. La densidad de la biomasa a lo largo 
del experimento fue de 9 g PF L-1. La temperatura se midió durante todo el experimento utilizando un 
registrador HOBO U22 Water Temp Pro V2 (Onset Computer Corporation, Massachusetts, EEUU) y 
se mantuvo en 26 ± 1 ºC en todos los tratamientos en una cámara de cultivo. Las algas se airearon 
continuamente dentro de los cilindros usando una bomba de aire. Se incubaron tres cilindros réplica 
para cada combinación de tratamientos, por lo tanto, un total de 12 cilindros. La conductividad media 
del agua de mar durante el experimento fue de 52.1 ± 6.1 mS cm-2, la salinidad 35.6 g L-1 y el pH de 
7.9 ± 0.2.  
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Los parámetros fotosintéticos y los análisis bioquímicos se determinaron durante el tiempo de 
aclimatación justo al llegar del medio natural al laboratorio (ta), al tiempo inicial (t0, tras 7 días sin 
adición de nutrientes, sólo agua de mar) y después de 14 días de cultivo en los cuatro tratamientos. Las 
muestras para el análisis bioquímico se almacenaron a -80ºC para posteriores análisis. Para la
determinación y cuantificación de MAAs, las muestras se desecaron en gel de sílice. La metodología 
empleada en e ste capítulo (análisis bioquímico, fotosíntesis, microscopía y viabilidad celular), se 
detalla en el apartado “Material y métodos generales” de esta Tesis Doctoral. 
3. Resultados 
3.1. Morfología 
Las muestras aclimatadas de G. longissima mostraron ramificaciones rojizas típicas de las 
Gracilariales (Figura 3.1A). Después del período experimental, las muestras cultivadas con LN+PAR 
mostraron nuevas ramificaciones de color verdoso (Figura 3.1B). Por otro lado, los especímenes 
cultivados con HN+PAR fueron más rojizos y con nuevas ramificaciones (Figura 3.1C). Los 
tratamientos con LN+PAB (Figura 3.1D) y HN+PAB (Figura 3.1E) mostraron una reducción 
significativa en el número de ramificaciones con un color verdoso oscuro. 
Figura 3.1. Morfología de G. longissima antes y después del cultivo con radiación PAR y PAB, y con 
dos niveles de nutrientes (alto: HN y bajo: LN). Las muestras aclimatadas (A) y tras 14 días de cultivo 
bajo los distintos tratamientos: LN+PAR (B), HN+PAR (C), LN+PAB (D) y HN+PAB (E). 
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3.2. Observación bajo Microscopía óptica (LM) y Citoquímica 
La región cortical de G. longissima, mediante visualización de los cortes transversales, reveló 
la existencia de dos a tres capas de células (Figura 3.2A). En la capa más externa, las células son 
alargadas, mientras que en la segunda y tercera capa, las células se vuelven esféricas (Figura 3.2A). 
Las células subcorticales contienen más vacuolas en comparación con las células corticales (Figura 
3.2A). 
Las muestras aclimatadas de G. longissima teñidas con azul de toluidina mostraron una 
reacción metacromática en la pared celular (Figura 3.2A), lo que indica la presencia de polisacáridos 
ácidos, como el agar. Similar a las muestras aclimatadas, en LN+PAR (Figura 3.2B) y en HN+PAR 
(Figura 3.2C), en las muestras teñidas con TB-O las células presentaron similar metacromasia en la 
pared celular. Sin embargo, las muestras de G. longissima expuestas a la UVR formaron nuevas capas 
de células corticales y aumentaron el grosor de la pared celular tanto en las células corticales como en 
las subcorticales (Figuras 3.2D-E). 
Figura 3.2. Microscopía óptica para los cortes transversales en talos de G. longissima y teñidos con 
TB-O tras 14 días sometidas a los distintos tratamientos. Obsérvese la reacción metacromática en la 
pared celular (CW) de las células corticales (CC) y subcorticales (SC). Los asteriscos indican un 
aumento del grosor en la pared celular. Las muestras aclimatadas (A) y tras 14 días de cultivo bajo los 
distintos tratamientos: LN+PAR (B), HN+PAR (C), LN+PAB (D) y HN+PAB (E). 
Las muestras aclimatadas de G. longissima teñidas con ácido periódico-Schiff (PAS) 
presentaron una reacción positiva en la pared celular, indica la presencia de compuestos celulósicos 
Efectos combinados de la UVR y los nutrientes en G. longissima
 
167
 
(Figura 3.3A). En el citoplasma de las células corticales y subcorticales, se observó una reacción 
positiva relacionada con gran cantidad de gránulos de almidón (Figura 3.3A). 
Todas las muestras cultivadas, teñidas con PAS, mostraron una reacción en la pared celular y 
en los gránulos de almidón similar a la observada en las muestras aclimatadas (Figuras 3.3B-E). 
Mediante la reacción PAS, también fue posible detectar un aumento en la densidad de los gránulos de 
almidón en las células corticales y subcorticales expuestas a LN+PAR (Figura 3.3B) y HN+PAR 
(Figura 3.3C). Además, las muestras expuestas a la UVR mostraron un aumento considerable en el 
número de gránulos de almidón (Figuras 3.3D y E). 
Figure 3.3. Microscopía óptica para los cortes transversales en talos de G. longissima teñidos con PAS 
tras 14 días sometidas a los distintos tratamientos. Obsérvese los gránulos de almidón (S) en las células 
corticales (CC), las células subcorticales (SC) y la reacción positiva con la pared celular (CW). Las 
muestras aclimatadas (A), LN+PAR (B), HN+PAR (C), LN+PAB (D) y HN+PAB (E).  
3.3. Observaciones al Microscopio Electrónico de Transmisión (TEM) 
La observación de las muestras aclimatadas de G. longissima por TEM mostró células 
corticales rodeadas por una gruesa pared celular (Figura 3.4A-C), con cloroplastos (A-C) y algunos 
gránulos de almidón próximos a los cloroplastos (A-C). Los cloroplastos mostraron la típica 
organización interna no apilada de rodófitas, es decir, tilacoides uniformemente espaciados (Figura 
3.4D-E). En los cloroplastos, se observaron algunos plastoglobuli entre los tilacoides (Figura 3.4E). 
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Figura 3.4. Microscopía electrónica de transmisión (TEM). Imágenes micrográficas de muestras 
aclimatadas en G. longissima (A-C). En resumen se muestra una célula cortical (CC) llena de 
numerosos cloroplastos (C) y algunos gránulos de almidón (S), rodeados por una engrosada pared 
celular (CW). (D-E). Detalle de los cloroplastos (C) que muestran una organización interna con 
tilacoides paralelos y periféricos (flechas). Obsérvese la presencia de plastoglobuli (P) en el 
cloroplasto. 
Cuando se observaron bajo TEM, las muestras de G. longissima cultivadas con LN+PAR 
(Figuras 3.5A-B) no m ostraron diferencias en la organización estructural en comparación con G. 
longissima en el tiempo de aclimatación (ta). La región cortical mostró numerosos gránulos de almidón 
y algunos cloroplastos sufrieron engrosamiento de las membranas tilacoidales. Las muestras de G. 
longissima cultivadas bajo HN+PAR (Figura 3.5C-E) no presentaron diferencias en la organización 
estructural en comparación con las muestras aclimatadas y cultivadas bajo LN+PAR. La región cortical 
fue ocupada por cloroplastos, mitocondrias y rodeada por una pared celular engrosada (Figuras 3.5C-
E). Sin embargo, después de la exposición a LN+PAB, G. longissima exhibió algunos cambios en la 
ultraestructura (Figuras 3.5A-D).  
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Figura 3.5. Microscopía electrónica de transmisión (TEM). Imágenes micrográficas de G. longissima
tras 14 días de cultivo con LN+PAR (A-B) y HN-PAR (C-E). Imágenes A-B: Detalle de células 
corticales (CC) con gran cantidad de gránulos de almidón (S) y pared celular gruesa (CW). Obsérvese 
la presencia de cloroplastos (C), plastoglobuli (P) y gránulos de almidón en abundancia. Imágenes C-
E: Presencia de cloroplastos (C) con plastoglobuli (P). Obsérvese el cloroplasto asociado a las 
mitocondrias (M). 
Las células corticales se mostraron de forma irregular y con un notable aumento del grosor de 
la pared celular (Figura 3.6A), además de presentar una mayor cantidad de almidón (Figura 3.6A), 
corroborando así lo observado mediante microscopía óptica (LM). Además, los cloroplastos mostraron 
cambios visibles en la organización ultraestructural (Figura 3.6B). Los tilacoides se interrumpieron y 
el número de plastoglobuli aumentó en dichos orgánulos (Figura 3.6B). El núcleo no mostró ninguna 
modificación en cuanto a la organización de la membrana (Figura 3.6B). 
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Figura 3.6. Microscopía electrónica de transmisión (TEM). Imágenes micrográficas de G. longissima
tras 14 días de cultivo con LN+PAB (A-B) y HN+PAB (C-E). Imágenes A y C: detalle de las células 
corticales (CC) con gran cantidad de gránulos de almidón (S) y pared celular engrosada (CW). 
Obsérvese el grosor de la pared celular (flechas). Imagen B: Detalle del cloroplasto (C) alterado y 
presencia de plastoglobuli (P). Imagen D: Obsérvese el núcleo intacto (N) asociado con cloroplastos y 
plastoglobulis interrumpidos. Imagen E: Núcleo (N) y nucléolo (Nu) no muestran modificación. 
El tratamiento HN+PAB también provocó cambios en la organización celular (Figura 3.6A). 
La pared celular tenía un aspecto compacto y con grandes cantidades de gránulos de almidón por todo 
el citoplasma (Figura 3.6E). Algunos cloroplastos fueron interrumpidos, las membranas tilacoidales se 
vieron engrosadas (Figuras 3.6B-E) y se incrementó el número de plastoglobuli (Figura 3.6D). El 
núcleo y el nucléolo no mostraron cambios después de la exposición a la UVR (Figura 3.6E). 
3.4. Parámetros fotosintéticos y bio-ópticos 
No se observó ningún efecto interactivo de la Luz y los Nutrientes (L x N) sobre el rendimiento 
cuántico máximo del PSII (Fv/Fm) (Tabla S.3.1). Este parámetro sólo se afectó por L, siendo los valores 
más altos en PAR (0.40 ± 0.03) que en PAB (0.27 ± 0.03) a diferente del experimento anterior, donde 
el Fv/Fm se mantuvo constante para esta especie. El Fv/Fm, como indicador de fotoinhibición, se 
correlacionó negativamente con el carbono interno total, los lípidos, los compuestos fenólicos y la 
capacidad antioxidante (p < 0.05) (Tabla S.3.2). 
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La tasa máxima de transporte electrónico (ETRmax), fue influenciada por la interacción entre L
x N (p < 0.05) (Tabla S.3.1). HN-PAB fue el único tratamiento en el que se mantuvo el valor inicial de 
ETRmax. En los otros tratamientos, el ETRmax disminuyó después de 14 días mostrando valores similares 
(Figura 3.7A). El ETRmax se correlacionó positivamente con los pigmentos fotosintéticos, los MAAs y 
el N interno (Tabla S.3.2). La irradiancia de saturación (EkETR) se afectó tanto por L como por N, pero 
no se observó ningún efecto interactivo entre ambas variables (L x N). Los valores fueron más bajos 
en ausencia de UVR y mucho mayores en HN-PAB respecto a otros tratamientos (Figura 3.7B). La 
irradiancia de saturación (EkETR) se correlacionó positivamente con la irradiancia óptima (Im) y e l 
contenido de MAAs y ficobiliproteínas (Tabla S.3.2).  
Figura 3.7. Parámetros fotosintéticos ETRmax (A), EKETR (B), Im (C) y NPQmax (D) en G. longissima
en diferentes tratamientos bajo radiación PAR y PAB con bajo nutrientes (LN, barras blancas) y alto 
nutrientes (HN, barras negras) tras 14 días de cultivo. ta es el tiempo de aclimatación y t0 es el tiempo 
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inicial del experimento después de 7 días de privación de nutrientes. Las letras minúsculas sobre las 
barras indican diferencias significativas después de la prueba SNK (p < 0.05) en aquellos casos en los 
que la interacción L x N fue significativa. 
El parámetro fotosintético Im, resultó afectado por la interacción entre L y N (p < 0.05) (Tabla 
S.3.1). El valor más alto para Im se observó en el tratamiento HN-PAB (Figura 8C). NPQmax no resultó
ser influenciado por ninguno de los tratamientos (Tabla S.3.1, Figura 3.7D) correlacionándose 
positivamente con los compuestos de N, como ficobiliproteínas y MAAs así como con el contenido de 
N interno (Tabla S.3.2). No se observó ningún efecto interactivo en L x N sobre la absorptancia (Tabla 
S.3.1). Este parámetro solo fue afectado por la disponibilidad de N (0.86 ± 0.01 en LN y 0.90 ± 0.01 
en HN) y aumentó en todos los tratamientos con respecto al tiempo inicial (datos no mostrados).
3.5. Pigmentos fotosintéticos 
Los niveles de Chla y de carotenoides totales no se vieron afectados por la interacción L x N, 
pero tanto L como N (como factores independientes) influyeron significativamente en su acumulación 
(Tabla S.3.1). Después de 14 dí as de cultivo, el contenido de pigmentos disminuyó en todos los 
tratamientos principalmente en LN-PAR con respecto a los valores iniciales (Tabla 3.1). Después de 
14 d de cultivo, el contenido de Chla y de carotenoides permaneció igual que los valores iniciales 
(Tabla 3.1). El contenido de Chla se correlacionó positivamente con otros pigmentos como 
ficobiliproteínas y carotenoides, pero también con los MAAs (p < 0.05) (Tabla S.3.2). Los carotenoides 
totales aumentaron en G. longissima, alcanzando los valores más altos en presencia de nutrientes y los 
valores más bajos se dieron bajo UVR. 
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Tabla 3.1. Contenido pigmentario en Gracilariopsis longissima tras 14 días de cultivo bajo dos 
condiciones de irradiación PAR y PAB (PAR + UVR) y dos tratamientos de nutrientes (bajo 
nutrientes: LN y alto nutrientes: HN) en comparación con el tiempo de aclimatación (t0), y tras 7 días 
de hambre de nitrógeno (inicial). NP es "nitrógeno del medio de Provasoli" y -N es "sin adición de 
nutrientes durante 7 días“.
mg g-1 PS
Aclimatación Inicial 14 días
PAR PAR PAR PAB
NP -N LN HN LN HN
Chla 1.17 ± 0.1 0.87 ± 0.2 0.38 ± 0.1 0.55 ± 0.06 0.45 ± 0.02 0.63 ± 0.07
Carotenoides 0.2 ± 0.01 0.19 ± 0.09 0.1 ± 0.01 0.17 ± 0.02 0.21 ± 0.03 0.24 ± 0.06
Ficocianina 4.3 ± 0.3 4.5 ± 0.2 3.6 ± 0.2 4.2 ± 0.3 4.1 ± 0.4 5 ± 0.3
Ficoeritrina 17.9 ± 1.0 17.3 ± 0.9 8.5 ± 0.4 14.8 ± 2.0 10.7 ± 1.2 17.7 ± 0.9
Los datos son mostrados como Promedio ± S.D. para n = 3
El contenido de ficoeritrina (FE) fue mayor que el de la ficocianina (FC) en el momento inicial. 
Bajo el agotamiento de nutrientes, la proporción de FC/FE disminuyó como consecuencia de la 
reducción del contenido de FE (Tabla 3.1). Tanto L como N, afectaron significativamente el contenido 
de FC, sin que se observara interacción entre ambos factores (Tabla S.3.1). Los nutrientes afectaron 
significativamente la acumulación de FE (Tabla S.3.1). Ambos pigmentos accesorios mostraron los 
valores más elevados bajo HN (Tabla 3.1). Estas ficobiliproteínas se correlacionaron positivamente 
con el resto de pigmentos fotosintéticos y también con la capacidad antioxidante (Tabla S.3.2). 
3.6. Composición elemental y compuestos bioquímicos 
El contenido de carbono interno (C) aumentó en todos los tratamientos con respecto al tiempo 
de aclimatación (ta) y al tiempo inicial (t0). Este elemento resultó influenciado por la interacción entre 
L y N (p < 0.01) (Tabla S.3.1, Figura 3.8A). El contenido de C se correlacionó con los compuestos 
fenólicos, con el almidón y con los lípidos totales (Tabla S.3.2). Sin embargo, el contenido de N 
también se afectó por L y N pero como factores independientes (Figura 3.8B) (Tabla S.3.1). La relación 
C/N (Figura 3.8C) aumentó con el tratamiento con N en PAR y PAB siendo más alto en LN-PAR.  
Los niveles de proteínas solubles se vieron afectados por la interacción de L x N (p < 0.05) 
(Tabla 3.2). Los valores más altos se observaron en los tratamientos con alta disponibilidad de N (HN-
PAR y HN-PAB). También se observó un aumento del 66.4% en el tratamiento LN-PAB con respecto 
a LN-PAR. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos de 
radiación (HN-PAR y HN-PAB) (Tabla 3.2). El contenido total de N se correlacionó fuertemente con 
los compuestos que contienen N en su composición (es decir, ficobiliproteínas, proteínas y MAAs), así 
como con el contenido en compuestos fenólicos, lípidos y carotenoides (Tabla S.3.2). 
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Figura 3.8. Contenido de carbono interno (A) y nitrógeno (B) expresado como mg g-1 PS y C/N (C) 
en Gracilariopsis longissima en diferentes tratamientos bajo radiación PAR y PAB con bajo nutrientes 
(LN, barras blancas) y alto nutrientes (HN, barras negras) tras 14 días de cultivo. ta es el tiempo de 
aclimatación y t0 es el tiempo inicial del experimento después de 7 días de privación de nutrientes. Las 
letras minúsculas sobre las barras indican diferencias significativas después de la prueba SNK en 
aquellos casos en los que la interacción de factores fue significativa (p < 0.05). 
No se observó ningún efecto interactivo en L x N para el contenido de almidón (Tabla S.3.1). 
Sin embargo, L y N como factores independientes, sí afectaron a este contenido (p < 0.05). El mayor 
valor de almidón se observó en los tratamientos con LN, siendo mayor en PAB que en PAR (Tabla 
3.2). El contenido de almidón se correlacionó positivamente con los compuestos fenólicos y con la 
capacidad antioxidante, pero negativamente con la viabilidad celular (Tabla S.3.2). El contenido de 
lípidos sólo se afectó por influencia de L (Tabla S.3.1) observándose los niveles más altos en los 
tratamientos PAB (Tabla 3.2). 
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Tabla 3.2. Compuestos bioquímicos en Gracilariopsis longissima tras 14 días de cultivo bajo dos 
condiciones de irradiación PAR y PAB (PAR + UVR) y dos tratamientos de nutrientes (bajo 
nutrientes: LN y alto nutrientes: HN) en comparación con el tiempo de aclimatación (t0), y tras 7 días 
de hambre de nitrógeno (inicial). NP es "nitrógeno del medio de Provasoli" y -N es "sin adición de 
nutrientes durante 7 días".
Variables
Aclimatación Inicial 14 días
PAR PAR PAR PAB
NP -N LN HN LN HN
Carbohidratos 105.8 ± 9.3 275.8 ± 94.8 172.9 ± 40.6 122 ± 27.1 252.4 ± 36.7 174.2 ± 38.6
Lípidos 6.1 ± 1.4 16.7 ± 7.5 37.3 ± 2.4 35.6 ± 11.3 46.4 ± 10 46.2 ± 6
Proteínas 181.7 ± 25.1 185.7 ± 27 43.4 ± 19.2a 189.4 ± 10.3c 129 ± 34.3b 179.4 ± 7.3c
C. Fenólicos 7 ± 0.1 6 ± 0.5 7.8 ± 1.3a 8.3 ± 0.5a 13.2 ± 1.6b 9.5 ± 0.2a
MAAs totales 0.48 ± 0.07 0.33 ± 0.12 0.23 ± 0.0a 0.27 ± 0.1a 0.26 ± 0.1a 0.69 ± 0.0b
Antioxidantes 19 ± 4.2 29.3 ± 3 21.2 ± 3.3a 22 ± 0.9a 28.4 ± 3.6b 24.4 ± 0.9a
VC (%) 37.1 ± 0.9 51.7 ± 0.7 27.5 ± 0.7 43.7 ± 0.5
El contenido en carbohidratos, lípidos, proteínas, compuestos fenólicos y MAAs totales,  se expresaron 
como mg g-1 PS.
El contenido de antioxidantes se expresó como µmol TEAC g-1 PS.
Los datos son mostrados como Promedio ± S.D. para n = 3, excepto.
Las letras minúsculas indican diferencias significativas para la interacción (L x N) después de las pruebas 
SNK (ver "Materiales y métodos").
Los compuestos fenólicos se vieron afectados por la interacción entre L x N (p < 0.05) (Tabla 
S.3.1). Los valores máximos se encontraron en el tratamiento LN-PAB. Para otros tratamientos, el 
contenido en estos compuestos resultó similar (Tabla 3.2). Los compuestos fenólicos se 
correlacionaron positivamente con la capacidad antioxidante y también con otros componentes como 
los lípidos, carbohidratos, carotenoides y MAAs (Tabla S.3.2). 
Los MAAs se vieron afectados por la interacción entre L x N (p < 0.01) (Tabla S.3.1). Los 
valores máximos se observaron en el tratamiento con HN-PAB (0.69 mg g-1 PS), tres veces mayor que 
en los otros tratamientos, en los que se observaron cantidades iguales (alrededor de 0.24 mg g-1 PS) 
(Tabla 3.2). No se encontraron cambios entre las proporciones de MAA en los diferentes tratamientos 
(datos no mostrados). Los MAAs se correlacionaron positivamente con los compuestos fenólicos y con 
las proteínas, pero no se encontró una correlación significativa con la capacidad antioxidante (Tabla 
S.3.2). 
3.7. Capacidad antioxidante 
No se observó efecto interactivo de L x N para la capacidad antioxidante en G. longissima
(Tabla S.3.1). Esta variable solo fue afectada por L, siendo los valores más altos en PAB que en el 
PAR (+21%) (Tabla 3.2). La capacidad antioxidante se correlacionó positivamente con el contenido 
de sustancias antioxidantes potenciales, como carotenoides, ficobiliproteínas, compuestos fenólicos, 
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carbohidratos y lípidos, mientras que se correlacionó negativamente con la viabilidad celular (Tabla 
S.3.2). 
3.8. Viabilidad celular 
La viabilidad celular (VC%) No se observó ningún efecto interactivo entre L y N para la 
viabilidad celular (Tabla S.3.1). La luz y los nutrientes afectaron a esta variable, pero como factores 
independientes (Tabla 3.2). La viabilidad celular aumentó en el tratamiento HN-PAR y se correlacionó 
negativamente con el contenido de compuestos fenólicos y con la capacidad antioxidante (Tabla S.3.2). 
4. Discusión 
Gracilariopsis longissima respondió en líneas generales a la interacción entre la disponibilidad 
de nutrientes en el medio y a la exposición a la UVR, estimulando el metabolismo secundario y la 
capacidad antioxidante, manteniendo una alta producción fotosintética así como cambios estructurales 
sutiles en orgánulos a nivel celular. Varios autores estudiaron cómo la acumulación de nitrógeno (N) 
influye en la síntesis de compuestos con capacidad antioxidante y fotoprotectora a la UVR como es el 
caso de los MAAs (Korbee et al. 2010) y también aumentando la capacidad antioxidante a través de 
las enzimas endógenas (Zhang et al. 2010), ficobiliproteínas (Liotenberg et al. 1996) y otros 
compuestos algales. Sin embargo, altas irradiancias de UVR, pueden ejercer efectos nocivos al causar 
un aumento desmesurado del estrés oxidativo a nivel celular (De Mora et al. 2000). Mediante el uso de 
diferentes funciones biológicas ponderadas o espectros de acción (Material y métodos generales, Tabla 
M.1), se evaluaron los efectos potenciales del daño biológico como la fotoinhibición de cloroplastos, 
la inhibición de la fotosíntesis, el daño en el ADN y la peroxidación de lípidos, siendo estos  mucho 
más altos (4-67 veces) bajo PAB que bajo PAR. 
4.1. Morfología y ultraestructura: relación con la fisiología 
Estudios previos han demostrado que las rodófitas responden a u n aumento de la UVR 
aumentando o engrosando la pared celular, y excretando polisacáridos que c onforman una m atriz 
extracelular (Schmidt et al. 2010). Esto se considera como una defensa física, la cual prevendría de la 
penetración de la UVR (Hollósy 2002). Este patrón probablemente estimule la actividad bioquímica 
del aparato de Golgi, induciendo a la formación de vesículas, las cuales contienen fibras que formarían 
parte de la matriz polimérica de la pared celular. Staxen & Bornman (1994), publicaron que los 
microtúbulos podrían estar involucrados en la deposición de microfibrillas que las cuales son 
despolimerizadas bajo UVR. La i nterrupción de la actividad de los microtúbulos en las células 
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corticales puede resultar en alteraciones de la morfología celular y en consecuencia, los talos se verían 
alterados mostrando una morfología como la observada en G. longissima para este estudio. 
En estudios histológicos, la reacción TB-O se utiliza como indicador de polisacáridos ácidos 
(Gordon-mills et al. 1978). El TB-O reacciona químicamente con los grupos carboxilo y sulfato 
(Mccully 1968). Probablemente, debido a la configuración terciaria de cada polianión sulfatado, el 
polímero forma un complejo diferente con el TB-O (Gordon & McCandless 1973). Los ficocoloides 
de la pared celular de G. longissima parecen ser ricos en grupos sulfato debido a la intensa reacción
que el TB-O origina, siendo la reacción más intensa en los tratamientos expuestos a UVR. Bajo la 
influencia de la UVR, el espesor de las paredes aumentó, impidiendo la identificación de diferencias 
en las reacciones metacromáticas. Por otra parte, el ensayo PAS se utiliza para identificar polisacáridos 
neutros como son los gránulos de almidón. Este compuesto PAS, requiere de la presencia de grupos 
1,2-glicol los cuales son oxidados a aldehídos mediante ácido peryódico (Trick & Pueschel 1990). G. 
longissima mostró una fuerte reacción con PAS bajo UVR (tanto en alta como en baja disponibilidad 
de nutrientes), la cual indica un gran acúmulo de gránulos de almidón como polisacárido de reserva 
principal. Sin embargo, la reacción fue menos intensa en las paredes celulares expuestas a los 
tratamientos PAR, y mucho menos en el momento de la aclimatación de las algas (ta).
Por otra parte, cuando las células se observaron por microscopía de transmisión (TEM), se 
encontraron numerosos cloroplastos rodeados por unos pocos gránulos de almidón y una pared celular 
engrosada. Los cloroplastos mostraron estructuras microfibrilares con capas concéntricas de diferentes 
grados de compresión. La producción de componentes fibrilares en la pared celular es similar en 
muchas rodófitas y parece ser causada por grandes vacuolas fibrosas, por el retículo endoplasmático y 
posteriormente por la adición de vesículas derivadas del aparato de Golgi (Bouzon 2006). En los 
tratamientos PAR, las micrografías mostraron numerosos gránulos de almidón. En los tratamientos con 
limitación de nutrientes independientemente del tratamiento lumínico, la síntesis de po lisacáridos 
(gránulos de almidón y pared celular) se incrementó de acuerdo con los resultados obtenidos por Arad 
et al. (1988).  
Bajo UVR, los gránulos de almidón aumentaron considerablemente. Este mismo aumento se 
ha observado en otras especies de rodófitas (Schmidt et al. 2010; 2012a). La gran acumulación se debe 
probablemente a la imposibilidad de movilización de estas moléculas carbonadas por cambios en las 
membranas tilacoidales de los cloroplastos (Malanga et al. 1997), además de la modificación en la 
permeabilidad y/o los cambios enzimáticos, lo que redundaría en una m enor eficiencia o en una 
disminución del proceso fotosintético. En condiciones donde la viabilidad celular era menor debido al 
estrés (es decir, los tratamientos LN-PAR y LN-PAB), el contenido de almidón aumentó en un 26.4% 
y un 39.9% , respectivamente con respecto a las condiciones iniciales donde no hubo carencia 
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nutricional. Sin embargo, en los tratamientos sin limitación de nutrientes (HN), el contenido disminuyó 
en un 10.3% y sólo aumentó en un 12.6% en el tratamiento con HN-PAB. El contenido máximo de 
almidón se alcanzó al comienzo del experimento siendo estos resultados consistentes con los 
encontrados por Mouille et al. (1996), los cuales indicaron que las reservas de almidón en rodófitas, se 
concentran en las células fotosintéticas subcorticales. Cuando G. longissima estuvo expuesta a UVR, 
se observó un aumento cuantitativo de almidón en células subcorticales (154.8 ± 4.9 y 106.4 ± 10.5 en 
LN-PAB y HN-PAB, respectivamente). El aumento del contenido de almidón, como reserva del 
carbono fotosintético no utilizado para el crecimiento, puede deberse a una inducción por parte de UVR 
(Ballaré et al. 1996). Este estudio confirma que en aquellos tratamientos en los que se observaron 
gránulos de almidón (tanto en LM como en TEM), el contenido de C elemental en la biomasa es mayor 
como consecuencia de una alta concentración de almidón almacenado. Este argumento se refuerza 
cuando G. longissima muestra una mayor viabilidad celular (mejor estado fisiológico) disminuyendo 
el contenido de almidón. Esto demuestra en G. longissima, que los polisacáridos de reserva se
acumulan en la célula cuando las condiciones son adversas por eso se observa una correlación positiva 
con la viabilidad celular en este estudio. (Tabla S.3.2).
En los tratamientos bajo UVR, las estructuras de conexión entre células “pit conection”, típicas
en rodófitas, parecen modificadas y desestructuradas a nivel de las membranas. Sin embargo, como se 
describió anteriormente, los núcleos celulares resultaron intactos (Tsekos 1983). De hecho, la división 
celular en G. longissima permanece incompleta debido a la permanencia de dichas conexiones. Una 
explicación plausible podría ser que, durante la fase final de la división celular y por acción de la UVR,
permanecen poros entre las dos células hijas y estos sean bloqueados por la deposición de una sustancia 
de naturaleza proteica (Pueschel 1980). Además, en G. longissima, puede observarse en la micrografía 
como un gránulo de almidón se encontró atravesando un pit conection, lo cual indicaría que los pit 
conection también son utilizados en esta especie como un si stema de transporte entre células. En 
contraste, los núcleos no se vieron alterados por la exposición a UVR, lo cual proporciona información 
de que bajo estas condiciones (UVR y baja disponibilidad de nutrientes), por lo tanto el ADN de G
longissima resiste al total de KJ proporcionados por las lámparas Q-Panel empleadas en este estudio,
siendo necesario destacar que esta longitud de onda empleada es más más larga y diferente que la 
empleada en estudios donde si se observó daño en el ADN. El material genético de G. longissima queda 
intacto indicando una gran resistencia a estos estresores (Poppe et al. 2003).  
La presencia de numerosos cloroplastos podría estar relacionada con una alta tasa de 
replicación para la síntesis de proteínas endógenas. Los cloroplastos, bajo los tratamientos PAR, 
muestran una estructura típica en la que los tilacoides periféricos son paralelos entre sí. Por el contrario, 
cuando G. longissima se expuso a UVR, los cloroplastos mostraron modificaciones estructurales 
significativas, incluyendo cambios en el tamaño, en el número y en la organización de los mismos. Por 
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lo tanto, para sobrevivir en ambientes donde la luz cambia constantemente, las rodófitas han 
desarrollado estrategias de adaptación que implican cambios en la anatomía del talo y en la pared 
celular, diferencias en la morfología de los cloroplastos y en la organización tilacoidal así como en el 
tamaño y número de ficobilisomas (Talarico & Maranzana 2000). 
Los plastoglobulis son vesículas cuya función principal es la acumulación de material lipídico 
como función de reserva y mantener la conformación tilacoidal. Bajo exposición a UVR y bajos niveles 
de N, el número de plastoglobulis aumentó considerablemente. Esto es consistente con los valores 
cuantificados de lípidos totales en este estudio (≈ 46 mg g-1 PS para tratamientos con UVR). Se han 
reportado resultados similares por Holzinger et al. (2004) en Palmaria palmata y Odonthalia dentata
después de la exposición a UVR. Bajo condiciones de LN-PAB, G. longissima aumentó el contenido 
de lípidos pero no significativamente, en comparación con los tratamientos donde los nutrientes no son 
limitantes, ya que el N es el nutriente que más afecta e induce el metabolismo lipídico en algas cuando 
no se encuentra disponible (Sharma et al. 2012). El tratamiento sin adición de nutrientes conduce a una 
disminución de la división celular pero la biosíntesis de los ácidos grasos permanece intacta en algunas 
especies de algas en tales condiciones, siempre y cuando la fotosíntesis sea óptima (Thompson 1996).
Dado que la fotosíntesis no se interrumpe bajo estas condiciones, el NADPH se canaliza hacia la 
síntesis de ácidos grasos previniendo el daño celular que podría generar un exceso de poder reductor 
(Hu et al. 2008). Otros estudios muestran cómo la radiación UVA promueve la síntesis de ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs); 37.3% al 41.3% (en relación con los ácidos grasos totales) (Liang et al. 
2006). Estos PUFAs son sensibles a la oxidación inducida por UVR por lo que si la radiación aumenta, 
aumentaría la síntesis de estos ácidos grasos (AG) (Stabili et al. 2012). En G. longissima, los PUFAs, 
presentados a altas concentraciones (Stabili et al. 2012), podrían aumentar la síntesis de AG para ser 
utilizados como requerimientos celulares después de ser degradados por las especies reactivas de 
oxígeno (ROS) generadas por exposición a UVR. Aun así, los mecanismos inductores para la síntesis 
de lípidos no han sido tratados todavía en profundidad para macroalgas a pesar de que en microalgas
y diatomeas sí se han realizado números estudios en este ámbito (Sharma et al. 2012). 
4.2. Estado fisiológico: fotosíntesis y viabilidad celular 
El estado fisiológico se puede inferir mediante el ensayo MTT para la determinación de la 
viabilidad celular (Mosmann 1983). Se observó que en el tratamiento LN-PAB (baja viabilidad celular, 
por lo tanto peor estado fisiológico), el contenido de compuestos antioxidantes medidos por el ensayo 
ABTS, aumentó en respuesta a factores de estrés. El estrés producido por los bajos niveles de N y por 
la presencia de UVR, que actúan sinérgicamente como factores de estrés abióticos, aumentarían la 
producción de ROS lo que generaría un daño oxidativo a nivel celular. Este daño puede afectar la 
permeabilidad de las membranas celulares y a la peroxidación lipídica, al daño enzimático del ADN o 
la reducción de la tasa fotosintética (Shiu & Lee 2005) así como al daño ultraestructural como se 
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observó en este estudio para G. longissima. Por lo tanto, el estrés generado por la interacción de ambos 
factores (LN y PAB) condujo al metabolismo hacia la síntesis de compuestos con actividad 
antioxidante en G. longissima. Zubia et al. (2014) observó resultados similares en Gracilariopsis 
tenuifrons. 
En macroalgas, el fotosistema II (PSII) es a menudo dañado por la UVR (Vass et al. 2005). Sin 
embargo, se observó que los parámetros fotosintéticos como ETRmax y Fv/Fm sólo disminuyeron bajo 
los tratamientos con baja disponibilidad de N (LN-PAR y LN-PAB), esto estaría relacionado con el 
hecho de que más del 50% del N absorbido se utiliza para los requerimientos bioquímicos del aparato 
fotosintético (Makino & Osmond 1991). Por lo tanto, bajo un déficit de este elemento, la producción 
disminuye considerablemente. En el tratamiento PAR, el aumento de la productividad (ETRmax) en HN 
con respecto a LN fue de aproximadamente el 57.1%. En los tratamientos bajo UVR, este aumento fue 
aún mayor (71.4%). Los resultados de este estudio coinciden con los obtenidos por Barufi et al. (2011) 
en Gracilaria tenuistipitata bajo irradiación de 8.13 W m-2 de UVA y 0.42 W m-2 de UVB. Hanelt et 
al. (2006) y Pessoa (2012) explicaron que la fotoinhibición ocurre cuando el mecanismo de 
fotoprotección no logra mitigar la fotoinactivación. Esto ocurre cuando el daño a las proteínas del 
centro de reacción excede la capacidad de PSII para activar los mecanismos de fotorreparación 
originados por la UVR. Además, niveles bajos de N no satisfarían las demandas de este elemento para 
el proceso fotosintético. La susceptibilidad a la fotoinhibición es mayor en las plantas cultivadas con 
limitación de nutrientes, que bajo las cultivadas con alta disponibilidad (Grassi et al. 2001). Sin 
embargo, los efectos positivos de los nutrientes y de la UVR en la fotoinhibición permiten mantener la 
irradiancia de óptima cercana a las condiciones iniciales en HN-PAB (1837 μmol fotones m-2 s-1). De 
forma similar, aunque no interactivamente, la radiación PAB y la alta disponibilidad de N en G. 
longissima permiten la adaptación a altas irradiancias, es decir, el aumento de los valores de Ek ETR
como aclimatación típica de plantas con ecotipo sol. 
Así pues, la disminución de la capacidad fotosintética se produce cuando hay una disminución 
de N atribuible a una disminución de las enzimas involucradas en el ciclo de Calvin (Sugiharto et al. 
1990). Además, los mecanismos de reparación frente a la UVR inducida por daños en los componentes 
del transporte electrónico, producen un aumento en la demanda enzimática, lo que lleva a una mayor 
necesidad de N (Poppe et al. 2003). Un ejemplo sería la demanda de las proteínas fotosintéticas 
principales, como RuBisCo o pr oteína D1. Hay estudios que han demostrado un aumento de esta 
demanda bajo UVR lo cual provocaría una disminución en la capacidad fotosintética (Strid et al. 1994). 
Otro indicador de la capacidad de fotoaclimatación es la disipación de energía (relacionado 
con el parámetro de amortiguamiento no fotoquímico: NPQ), permitiendo a los organismos 
fotosintéticos hacer frente al exceso de energía de excitación (Pandey et al. 1997). Valores más altos 
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de este parámetro están relacionados con una activación de los mecanismos fotoprotectores que 
estarían estrechamente vinculados con el ciclo de xantofilas (Demmig-Adams & Adams 1996). G. 
longissima mostró una mayor disipación de energía en el tratamiento HN-PAB respecto a los otros 
tratamientos a los 14 días, lo que indica la activación de estos mecanismos disipadores regulados a 
nivel celular. 
4.3. Compuestos bioquímicos 
En G. longissima se observó una interacción significativa entre la luz y los nutrientes en la 
acumulación de proteínas solubles, MAAs, dentro de los compuestos nitrogenados, pero también los 
compuestos carbonados como los compuestos fenólicos se vieron afectados. En general, una serie de 
factores estresantes, incluyendo la UVR, tienden a aumentar las concentraciones de proteínas solubles. 
Si bien estos cambios bioquímicos a menudo reflejan la aclimatación fisiológica de G. longissima a
niveles de UVR más elevados, lo cual puede tener consecuencias positivas o negativas para la calidad 
en términos de nutrición y uso comercial de los productos obtenidos que se deriven (Bornman et al. 
2015). Así, en el caso de las proteínas solubles, el efecto de la UVR parece estar enmascarado bajo un 
alto contenido de nutrientes. 
En este estudio, el contenido de Chla aumentó con el enriquecimiento de nutrientes, lo que 
sugiere que los complejos de proteína-clorofila en G. longissima pueden servir como proteína de 
almacenamiento. Esto se refuerza mediante la correlación observada entre el contenido de Chla y el 
contenido de proteínas solubles. De hecho, el aumento de Chla relacionado con un aumento interno de 
N ya se ha demostrado en Gracilaria tikvahiae y Gracilariopis tenuifrons (Bird et al. 1982; Zubia et 
al. 2014). Por otra parte, la Chla disminuyó en condiciones limitantes de nutrientes, lo que conduce a 
una disminución de la concentración de RuBisCo (Jones et al. 1996). 
Es bien sabido que las ficobiliproteínas son un importante reservorio de N en rodófitas y 
cianobacterias. Numerosos estudios muestran que el contenido de estos pigmentos se correlaciona con 
la disponibilidad de N (Jones et al. 1996) tal y como se ha observado en este estudio, donde el contenido 
de estos pigmentos aumentó significativamente en tratamientos con alta disponibilidad de nutrientes. 
Las ficobiliproteínas también presentan un rol fotoprotector, por lo que están influenciadas por la UVR 
(Boulay et al. 2008). Estos pigmentos accesorios contienen grupos tetrapirrol que pueden ser destruidos 
por la UVR (Pandey et al. 1997). En este estudio, las ficobiliproteínas en G. longissima no fueron 
degradadas bajo UVR bajo condiciones de alto N pero ante una baja disponibilidad de N, el contenido 
de ficobiliproteínas se redujo significativamente en esta especie. Este mismo patrón se observó en 
Porphyra sp. parar un experimento similar (Korbee et al. 2004b). En resumen, los efectos interactivos 
de N y UVR promueven la síntesis y acumulación de ficobiliproteínas probablemente con fines 
fotoprotectores en G. longissima. 
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La síntesis de compuestos fenólicos puede ser inducida debido a la acción de diferentes factores 
dotando a los compuestos fenólicos de varios roles ecológicos. Entre todas estas funciones, los 
compuestos fenólicos son moléculas que absorben UVR y que presentan una gran capacidad 
antioxidante, lo cual serviría como fotoprotector en los organismos fotosintéticos. Además, el 
contenido en las especies depende de la disponibilidad de N en el medio (Pavia & Toth 2000). En 
presencia de UVR (LN-PAB y HN-PAB), los valores de los compuestos fenólicos son superiores a los 
encontrados en PAR, pero sólo fue significativo en el tratamiento LN-PAB (13.2 mg g-1 PS). Schmidt 
et al. (2012b) observaron en Hypnea musciformis, un aumento del 37% en los compuestos fenólicos 
después de la exposición a UVB. Además, recientemente se han encontrado compuestos nitrogenados 
bromofenólicos en Osmundaria colensoi y Rhodomela confervoides, los cuales parecen ser 
estimulados por UVR y por la disponibilidad de N en el medio. Esto apuntaría a que también podrían 
tener un rol como reservorio de N (Qu et al. 2014), al igual que otras moléculas como los MAAs y las 
ficobiliproteínas (Korbee et al. 2004b). 
Estudios previos han demostrado como la UVR o altas irradiancia de PAR en combinación 
con alta disponibilidad de N, inducen la acumulación de fotoprotectores (MAAs) en rodófitas (Korbee 
et al. 2004b), incluyendo Gracilariales (Korbee et al. 2010) entre los que se encuentran el género 
Gracilariopsis (Torres et al. 2016). En este estudio, los MAAs totales aumentaron en los tratamientos 
PAB (tanto LN como HN), aunque este aumento sólo fue significativo en el tratamiento bajo UVR y 
con alta disponibilidad de N (65% más de aumento en comparación con otros tratamientos). Así pues, 
se encontró un efecto interactivo entre N y UVR de acuerdo a otros resultados reportados por Korbee 
et al. (2004) en Porphyra sp. El contenido más alto de MAAs observado en el tratamiento con 
HN+PAB, puede producir una fotoprotección eficaz debido tanto a la fotoprotección a UVR, como a 
la capacidad antioxidante de estas moléculas que reduzcan los ROS generados por el estrés metabólico 
(De La Coba et al. 2009). 
La relación estequiométrica C/N, como ya se ha visto en los Capítulos 1 y 2 , es buen un 
indicador del estado fisiológico en algas y es indicativo del potencial metabólico para la síntesis de 
biomoléculas (Lindroth 2010). La elevada relación C/N sugiere una producción menos favorecida de 
metabolitos orgánicos a partir de nutrientes, ya que la absorción de N no es suficiente para favorecer 
el aumento de las tasas de crecimiento (Duarte 1992), tal como se observa y se corrobora en este estudio 
para G. longissima. Esto se observó a través de la disminución del contenido de ficobiliproteínas, Chla,
carotenoides, MAAs totales, compuestos fenólicos, lípidos y proteínas bajo una disponibilidad 
reducida de nutrientes, especialmente N. Sin embargo, en relación con el contenido de compuestos 
antioxidantes, Ibrahim & Jaafar (2011) encontraron en plantas terrestres, que bajas cantidades de N y
por lo tanto una alta relación C/N, estaban relacionadas con la acumulación de metabolitos secundarios.
Sorprendentemente, altas dosis de UVR mostraron menores relaciones C/N en las especies estudiadas. 
Efectos combinados de la UVR y los nutrientes en G. longissima
 
183
 
Por lo tanto, se puede inferir que la UVR aumenta la acumulación de N y por ende las tasas de 
crecimiento de G. longissima. La productividad de G. longissima parece estar regulada más por la 
disponibilidad de nutrientes, pudiendo aliviar eficientemente el fotodaño si la cantidad de nutrientes es 
alta en el medio. 
Los parámetros fotosintéticos se correlacionaron positivamente con el contenido de N (excepto 
Fv/Fm) y con los pigmentos fotosintéticos (ficobiliproteínas y Chla), lo que indica una relación directa 
entre este nutriente y la capacidad fotosintética de esta especie como ya se ha reportado en Gracilaria 
tenuistipitata (Barufi et al. 2011). Además, este aumento en la producción fotosintética conduce a un 
aumento en el contenido de MAAs totales. 
La correlación negativa encontrada entre la capacidad antioxidante y el rendimiento cuántico 
máximo (Fv/Fm) indica que cuando esta especie se encuentra en mejor estado fisiológico, la capacidad 
antioxidante disminuye (Tabla S.3.2). Este resultado puede explicarse debido a la ausencia de demanda 
de metabolitos antioxidantes capaces de contrarrestar el desequilibrio causado por el estrés metabólico 
que la UVR y la baja disponibilidad de N generan, tal como se comentó anteriormente. La capacidad 
antioxidante encontrada en G. longissima puede atribuirse a varias moléculas evaluadas en este estudio, 
como se ha demostrado podido demostrar por las correlación positiva observadas. Esta capacidad 
antioxidante sería atribuida al contenido de carotenoides, de lípidos y de compuestos fenólicos 
fundamentalmente (Stabili et al. 2012). Sin embargo, no se detectaron correlaciones entre la capacidad 
antioxidante y otras sustancias antioxidantes conocidas como MAAs de acuerdo a la bibliografía (De 
La Coba et al. 2009). Generalmente, los genes que codifican estos metabolitos antioxidantes 
(enzimáticos y no enzimáticos) son regulados y adaptados por los requerimientos celulares en respuesta 
a un estresor (Lesser 2006). Los ROS generadas tras exposición a UVR, podrían ser claves al actuar 
como importantes componentes inductores para la biosíntesis de moléculas con capacidad antioxidante 
(Martindale & Holbrook 2002).
5. Conclusiones 
En este capítulo se demostró que tanto la disponibilidad de nutrientes como la UVR, pueden 
causar cambios a nivel ultraestructural en G. longissima sin que esto provoque una disminución en el 
capacidad fotosintética de esta especie, al mismo tiempo que produce una activación considerable del 
metabolismo secundario. La observación de los cambios morfológicos y ultraestructurales a nivel 
celular, proporciona una visión integradora de los efectos que estas variables tienen sobre el 
metabolismo en esta especie. Como evidencian numerosos estudios, las especies del género 
Gracilariopsis se han cultivado en muchas regiones alrededor del mundo (Figueroa et al. 2010), por lo 
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que estos resultados indican que bajo condiciones de radiación similares a las naturales, G. longissima
puede producir, además de los ficocoloides clásicos, otros productos que poseen mayor valor agregado 
y que actualmente demanda la industria biotecnológica para aplicaciones cosméticas, nutracéuticas 
entre otros muchos sectores. 
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Efectos interactivos de la radiación solar y los nutrientes 
sobre la biofiltración, fotosíntesis, productividad de 
biomasa y compuestos bioactivos en Hydropuntia cornea
(Rhodophyta) 
1. Resumen  
En el Capítulo 4, se realizó un experimento a mayor escala en Hydropuntia cornea crecida 
durante 35 días en tanques de 90 L de volumen y una densidad algal de 9 g PF L-1. Este experimento 
se llevó a cabo en las instalaciones acuícolas del Banco Español de Algas (BEA) en el municipio de 
Telde (Gran Canaria). Se estudió la capacidad biofiltradora de N-NH4+, expresada como eficiencia de 
biofiltración (NUE) y tasa de incorporación de nitrógeno (NUR). Se determinó la productividad de la 
biomasa (medida a partir del peso seco de alga y estimada a partir de la tasa de transporte electrónico, 
ETR), la actividad fotosintética, estimada a partir de la fluorescencia in vivo de la clorofila a, y la 
acumulación de compuestos bioactivos de interés biotecnológico. Se estudiaron los efectos interactivos 
de la radiación y la disponibilidad de nutrientes de nuevo con un diseño experimental bifactorial: PAR 
(cultivo dentro de un invernadero) versus PAB (cultivo fuera del invernadero) y emulando condiciones 
de efluentes de piscifactoría (altos niveles de NH4+ y PO43-) versus baja disponibilidad de N (control). 
Se concluye que la especie H. cornea es una excelente candidata para el cultivo en condiciones de alto 
N (aguas ricas en N-NH4+ hasta 150 µmol NH4+) en circuito abierto con una capacidad de biofiltración 
del 98% (NUE) y una tasa de incorporación de N de hasta 45 mmol NH4+ m-2 h-1. La productividad de 
la biomasa alcanzó el nivel más alto en la primera semana de cultivo llegando hasta 80 g PS m-2 d-1,
como consecuencia de una alta incorporación de N-NH4+ y una alta producción fotosintética (ETRmax). 
Este parámetro fotosintético, entre otros, en presencia de UVR y alta disponibilidad de N-NH4+,
aumentó en un 63% respecto a las condiciones iniciales. Además, bajo estas condiciones 
experimentales, H. cornea presentó una alta acumulación de compuestos bioactivos de interés tanto 
nitrogenados: aminoácidos tipo micosporina, como carbonados: ácidos grasos poliinsaturados 
(Omega-6) y compuestos fenólicos. Por otro lado, la mayor acumulación de proteínas, pigmentos
fotosintéticos (clorofila, carotenoides y biliproteínas), ácidos grasos poli-insaturados (Omega-3) y 
actividad antioxidante se produjo en altos niveles de N-NH4+ pero en ausencia de UVR. Finalmente, el 
nivel más alto de lípidos y carbohidratos se alcanzó en presencia de UVR, pero con baja disponibilidad 
de N. El contenido más alto de MAAs totales se alcanzó tras 35 días de cultivo en alta disponibilidad 
de N-NH4+, produciéndose un incremento de 16 veces (hasta 5 mg MAAs g-1 PS) respecto a los valores
4
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iniciales. La productividad de MAAs aumentó en todos los tratamientos con el tiempo, alcanzándose 
los valores máximos a los 28 días de cultivo (237 mg MAAs m-2 d-1) en el tratamiento con alto N-NH4+
en presencia de UVR (fuera del invernadero), siendo éste el mayor de los valores reportados en la 
bibliografía sobre productividad de MAAs en algas cultivadas. El contenido de ácidos grasos 
monoinsaturados (MUFAs) y de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs), aumentaron en un 77 y 93%, 
respectivamente en t odos los tratamientos de pr omedio respecto a los contenidos iniciales, 
reduciéndose así el contenido en ácidos grasos saturados en un 55%. Dentro del contenido en PUFAS 
al final del experimento (35 días), el 72.7% del total correspondió a ácidos grasos del grupo Omega-6, 
25.5% del grupo Omega-9 y 1.8% del grupo Omega-3. Esto correspondió, respecto a los valores de la 
biomasa a los 7 días de cultivo, a una reducción del 87% en Omega-3 y un 19% en Omega-9. En ese
tiempo, la proporción Omega-6/Omega-3 de la biomasa algal fue 3.2-3.4 en algas crecidas dentro del 
invernadero (sin UVR), mientras que fuera del invernadero (con UVR) fue 1.4-7.3. Los valores 
recomendados de la proporción Omega-6/Omega-3 en una dieta sana en grasas es de 1-2. Así, bajo 
ciertas condiciones de cultivo, la biomasa de H. cornea tiene buenas características como alimento 
funcional relacionada con los ácidos grasos aunque el contenido en lípidos totales no sea tan alto como 
el de microalgas. Una gran parte de l os compuestos de H. cornea están fotorregulados por UVR 
mostrando efectos interactivos con el contendido en N. Las estrategias fotobiológicas junto con la 
biofiltración de N-NH4+ (como simulación de efluentes de peces) y la acumulación selectiva de 
compuestos bioactivos, muestra que los cultivos de H. cornea, en tanques, son un excelente sistema 
donde puede ser aplicado el concepto de biorrefinería dentro de la Economía azul, esto es, una 
aproximación biotecnología y la prestación de servicios ambientales debido a la depuración de aguas 
con alto nivel de N-NH4+. El cultivo masivo de esta especie supone un reto técnico y comercial para 
una producción rentable de la biomasa dedicada a la producción de nutracéuticos y cosmecéuticos en 
primera extracción y bioestimulantes para la agricultura o alimentación animal con el resto de la 
biomasa y por otro lado, como aplicación ambiental en la depuración de efluentes con alta carga de N-
NH4+.
2. Material y métodos 
Hydropuntia cornea se cultivó durante 5 semanas (del 1/07/2015 al 8/08/2015) en las 
instalaciones del Banco Español de Algas (Universidad de Las Palmas de Gran Canaria) en Taliarte 
(Telde, Gran Canaria, Islas Canarias  España: 28° 00´ N; 15° 22´ W) en condiciones emuladas de aguas 
residuales de piscifactoría de acuerdo a Gómez Pinchetti et al. (2011). Con el objetivo de estudiar el 
efecto de la radiación y nutrientes  sobre la estimulación de la ruta del N en la biomasa y  la producción 
de sustancias de interés, se establecieron distintas condiciones de crecimiento de las algas en función 
de dos variables de estudio: radiación solar y disponibilidad de nutrientes. Las condiciones de radiación 
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vienen determinadas por la localización del cultivo: (1) dentro de un invernadero (Greenhouse), donde 
penetra la radiación fotosintéticamente activa (PAR, =400-700 nm) pero se filtra gran parte de la 
UVR (= 280-400 nm) y (2) en el exterior del invernadero bajo radiación solar natural (Outdoor) (ver 
espectro de radiación solar fuera y dentro del invernadero en Material y métodos generales, Figura 
M.4).  
Desde hace más de diez años, el BEA posee un stock de distintas especies de macroalgas, entre 
ellas H. cornea, cultivada bajo invernadero en tanques semicirculares de fibra de vidrio con un volumen 
de 750 L y 1.8 m2 de superficie (S/V =2.4 m-1) y a una densidad de 13 g L-1. La biomasa de macroalgas 
utilizada en los experimentos de este proyecto ha sido tomada de este stock y se ha cultivado según el 
diseño experimental explicado anteriormente y que queda recogido en la Tabla 4.1.
Tabla 4.1. Resumen de los tratamientos experimentales empleados.
Radiación
Interior (Invernadero/Solar filtrada) Exterior (Solar)
Nutrientes
LN (Bajo nutrientes) LN-G LN-O
HN (Alto nutrientes) HN-G HN-O
En los cultivos en exterior, las macroalgas reciben el 100% de la radiación solar (compuesta 
por un 90.3% de PAR, un 9.4% de UVA y un 0.3% de UVB). El invernadero filtra el 100 % de la 
UVB, y transmite el 2.7 % de la UVA y el 72.3 % de la radiación PAR (Material y métodos generales, 
Figura M.4). 
Para la realización de los experimentos, H. cornea fue cultivada en tanques cilíndricos de 
polietileno de 94 L de volumen y 0.2 m2 de superficie (S/V = 1.9 m-1) a una densidad de 9 g PF L-1. En 
total se dispusieron 12 tanques, seis en exterior y seis en el interior. El flujo continuo de agua de mar 
enriquecida en nutrientes (N y P) fue de 100-200 µM NH4Cl y 1-10 µM KHPO4 (10:1) con tasas de 
renovación de 64 vol d-1 (tratamientos con alta disponibilidad de nutrientes: HN) y 6.4 v ol d-1
(tratamientos con baja disponibilidad de nutrientes: LN). En los tanques, las algas se mantuvieron 
flotando libres en la columna de ag ua gracias a la turbulencia que se obtuvo con la aireación 
suministrada por una bomba de aire de 2.5 KW (ELMO 2BH 1600, Siemens, Alemania) (Figura 4.2).
El aire fue suministrado a través de un tubo de polietileno lineal agujereado (1 mm cada 10 cm) que 
está situado en el fondo del tanque. El flujo de agua fue mantenido en abierto y constante durante todo 
el experimento. El desagüe está situado en la parte superior del tanque y protegido con una malla 
evitando así la posible pérdida de biomasa. Los experimentos tuvieron una duración de 5 semanas 
llevándose a cabo de forma simultánea en exterior y en interior. Los tanques fueron cosechados 
semanalmente, es decir, a los 7, 1 4, 21, 28 y  35 días, ajustando de nuevo a la densidad de 
experimentación fijada (9 g PF L-1). El excedente de biomasa recolectada tras el ajuste de densidad, 
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fue rápidamente sometida a ultracongelación (-80 ºC) y posterior liofilización para su uso en los 
distintos ensayos y procedimientos analíticos desarrollados.  
Figura 4.2. Instalación y diseño experimental mediante vista isométrica del sistema abierto en Banco 
Español de Algas (ULPGC) en Taliarte (Telde, Gran canaria, Islas Canarias, España: 28° 00´ N; 15° 
22´ W). La biomasa de H. cornea procedente de stock en condiciones de privación de nutrientes (6) se 
colocó en cada unidad experimental de (90 L) (5). Desde el tanque madre (1) en el que se añade N y 
P, se abastece el sistema de recirculación a través del tanque de mezcla (2). El agua de mar se bombea 
(4) hasta el depósito de mezcla. Mediante la inyección de aire por medio de una bomba soplante (3) se 
distribuye el aire de forma homogénea por los tanques experimentales consiguiendo así que biomasa 
algal se mantenga libre en la columna de agua. Las unidades experimentales se mantuvieron en el 
interior (en invernadero) y en el exterior (en el Sol) bajo condiciones controladas durante 35 días. El 
fin del sistema termina volviendo al mar, pasando previamente por un manglar del género Avicennia
el cual termina de biofiltrar el NH4+ (7). 
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3. Resultados 
3.1. Radiación y temperatura 
La irradiancia diaria integrada de PAR, expresada en KJ m-2, a lo largo del tiempo experimental 
(35 días desde del 1 de julio al 6 de agosto de 2015) fue aproximadamente 1.4 veces mayor al aire libre 
que en el interior. La irradiancia diaria integrada de UVR fue 29.2 veces superior en el exterior que en 
el interior (Tabla 4.2). 
Tabla 4.2. Dosis de radiación PAR y UVA (KJ m-2) en el interior (bajo invernadero) y en el exterior 
(bajo el Sol) a lo largo del experimento. 
Dosis semanal (KJ m-2) Interior Exterior
Fecha Semana PAR UVA PAR UVA
01/07 al 08/07/2015 1 35345 57.1 48805 2371.6
08/07 al 15/07/2015 2 46446 106.3 62303 3200.2
15/07 al 22/07/2015 3 44287 100.7 62389 2575.9
22/07 al 29/07/2015 4 41068 94.7 61461 2801.8
29/07 al 06/08/2015 5 40657 93.9 55533 2270.5
Total 207805 452.6 290493 13220
A pesar de la nubosidad durante ciertos periodos del día característica de esta zona geográfica 
influenciada por los vientos alisios, la dosis semanal no presentó diferencias ni en PAR ni en UVA. La 
intensidad de la radiación registrada diariamente y a lo largo del experimento, estuvo comprendida 
entre 1900-2800 µmol m-2 s-1 (Figura 4.3A). La irradiancia máxima de UVA en el exterior, estuvo 
comprendida entre 25-80 W m-2, mientras que en el interior fue de 0.4-1.6 W m-2 (Figura 4.3B) 
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Figura 4.3. Monitorización de la irradiancia PAR (µmol m-2 s-1) (A) y UVA (W m-2) (B) a lo largo del 
tiempo en el interior (invernadero) y en el exterior (Sol).
Con respecto a la temperatura, no hubo diferencias entre los tratamientos en el interior y en el 
exterior tal como se observa en la Figura 4.4. La circulación abierta y continuada del agua de mar, 
impide que las temperaturas aumenten por exposición a la radiación, o por  el incremento de 
temperatura en el invernadero, manteniendo constante esta variable a lo largo del tiempo (T) en líneas 
generales.  
Figura 4.4. Monitorización de la temperatura (°C) a lo largo del tiempo en el interior (invernadero) y 
en el exterior (Sol).
 La temperatura estuvo comprendida en ambos lugares entre 20 °C en períodos nocturno y 31 
°C en periodo diurno. La temperatura media fue de 23 ± 0.1 °C para ambos lugares (interior y exterior)
siendo la temperatura media del periodo nocturno de 21.6 ºC y la del periodo diurno de 26.9 ºC (Tabla 
4.3). La ú ltima semana de experimentación (del 1/8 al 5/8/2016), se registró un incremento de la 
temperatura, siendo en este periodo experimental, donde se registraron las temperaturas más altas 
(hasta 30.7 °C)
Tabla 4.3. Temperatura promedio, mínima y máxima registrada en 
el agua de los cultivo a lo largo del periodo experimental.
Interior Exterior
Semana T °C Min/Max T °C Min/Max
1 22.8 ± 1.1 21 / 26.9 22.6 ± 1.6 20.5 / 26.9
2 23.4 ± 1.1 22.3 / 25.8 23.3 ± 1.2 21.9 / 26.7
3 23.4 ± 1 22.3 / 27.7 23.3 ± 1.1 22.1 / 26
4 23.6 ± 0.9 22.6 / 25.9 23.4 ± 0.9 22.3 / 25.6
5 24 ± 1.1 22.7 / 26.9 24.1 ± 2.2 21.7 /30.7
Promedio 23.5 ± 0.4 22.2 / 26.6 23.3 ± 0.5 21.7 / 27.2
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3.2. Morfología 
H. cornea mostró una gran plasticidad morfológica en función de la irradiancia y de la calidad 
espectral recibida durante su cultivo. Las algas sometidas a radiación solar presentan una morfología 
muy ramificada, mientras que las que crecieron bajo condiciones de menor de radiación filtrada 
(invernadero), presentaron talos largos y poco ramificados (Figura 4.5). Además, las algas cultivas en 
el exterior, presentaron un color más claro, más brillante y mostraron una mayor rigidez. La coloración 
de los talos en los tratamientos en baja disponibilidad de nutrientes (LN) fue de color rojizo (en el 
interior) a pardo-amarillento (en el exterior), relacionado con los niveles más bajos de pigmentos, tanto 
clorofilas (Chla) o como ficobiliproteínas (ver más adelante), respecto a los tratamientos con alta 
disponibilidad de nutrientes (HN). Además, la UVR produjo una despigmentación intensa en el 
tratamiento con baja disponibilidad de nutrientes (LN-O) al final del experimento (35 días), mientras 
que donde hubo nutrientes en condiciones no limitantes (HN-O), la pigmentación se mantuvo normal. 
Figura 4.5. Cambios morfológicos y pigmentarios en el alga H. cornea a los 7 y a los 35 días para los 
diferentes tratamientos objeto de estudio. 
Los cambios morfológicos anteriormente descritos, se evaluaron mediante medición de la 
relación superficie/volumen (S/V) en los talos, mediante la relación Peso fresco/Peso seco (PF/PS) la 
cual indica la cantidad de agua contenida a nivel tisular, y mediante el contenido de cenizas y materia 
orgánica expresadas en % de PS (Tabla 4.4). Solo se encontraron diferencias significativas, en cuanto 
a estas variables en la relación S/V (p < 0.05), siendo mayor esta relación en el tratamiento con baja 
disponibilidad de nutrientes cultivada bajo invernadero (LN-G).  
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Tabla 4.4. Relación superficie/volumen de los talos principales (S/V), relación Peso fresco/Peso seco 
(PF/PS), contenido de cenizas (% de Peso seco) y materia orgánica (% M.O en peso seco) en H. 
cornea. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3). Las letras diferentes en una misma 
columna implican diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
Invernadero Sol
Variable Inicial LN-G HN-G LN-O HN-O
S/V 2.7 ± 0.1 3.2 ± 0.1c 2.9 ± 0.1a 2.8 ± 0.1a 2.5 ± 0b
PF/PS 8.2 ± 0.1 8.9 ± 0.2 9.3 ± 0.4 8.2 ± 0.1 9 ± 0.1
Cenizas (%) 6.8 ± 0.3 6.1 ± 0.3 5.5 ± 0.2 6 ± 0.3 5.3 ± 0.3
M.O. (%) 5.4 ± 0.4 5.3 ± 0.4 5.2 ± 0.4 6.2 ± 0.4 5.7 ± 0.4
3.3. Biofiltración 
La capacidad de biofiltración de H. cornea, expresada como NUE (del inglés, Nitrogen Uptake 
Efficiency), disminuyó a lo largo del período de experimentación (Figura 4.6A) significativamente,  
viéndose afectada por la interacción Tiempo x Nutrientes (T x N) (p < 0.01) y no por el efecto de la 
Luz (L). El NUE fue ligeramente superior (cerca del 100%) en los tratamientos con baja disponibilidad 
de nutrientes (LN), tanto en el interior como en el exterior, respecto al de las algas cultivadas con altos 
niveles de nutrientes tanto en el exterior y en el interior. Después de 35 días, los valores de NUE 
disminuyeron aproximadamente en un 20% para los tratamientos con LN y un 66 % en los tratamientos 
con HN. Del mismo modo, los valores de NUR (del inglés, Nitrogen Uptake Rate) se vieron afectados 
significativamente por L (p < 0.05) y N (p < 0.01) de forma independiente, incrementándose 1.7 veces 
en HN-O, 1.85 en HN-G, 4.42 en LN-O y 4.82 en LN-G, desde el día 7 al 35. Se encontró correlación 
entre el NUR y el contenido de Chla (r = 0.68; p < 0.01), MAAs (r = 0.60; p < 0.01), proteínas (r = 
0.51; p < 0.05), el contenido de N elemental (r = 0.78; p < 0.01) y para la relación Omega-3/Omega-6 
(r = 0.68; p < 0.01). 
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Figura 4.6. Eficiencia de incorporación de nitrógeno (NUE %) (A) y tasa de incorporación de 
nitrógeno NUR (mmol m-2 h-1) (B) por H. cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días para los diferentes 
tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de estudio. Cada valor se representa como media ± 
S.E. (n = 3). 
3.4. Productividad de biomasa (mBP), de carbono y nitrógeno 
Al contrario de lo que cabría esperar, no se observaron diferencias significativas en la 
productividad de la biomasa medida (mBP) ni en el crecimiento de H. cornea cultivada en los distintos 
tratamientos con respecto al tiempo (Figura 4.7). En todos los tratamientos, la productividad promedio 
disminuyó aproximadamente en un 49% desde la primera hasta la última semana de experimentación 
(valores de 71.5 g PS m‐2 d‐1 a 36.4 g PS m-2 d-1). El factor T es la variable independiente estudiada 
que más contribuyó significativamente a la VT en un 66.9% seguido por L (11.2%), la interacción 
entre ambos factores (5.47%) y la interacción entre todos los factores considerados (6.8%).  
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Figura 4.7. Productividad de biomasa (mBP) en g PS m-2 d-1 (A) y crecimiento de la biomasa (% día-
1) (B) por el alga H. cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días para los diferentes tratamientos LN-G, 
HN-G, LN-O y HN-O objeto de estudio. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3).  
 La productividad de C y la productividad de N (productividad de biomasa por contenido 
elemental de C y N en mg g-1 PS), resultó afectada significativamente (p < 0.05) por N, contribuyendo 
ambas variables en un 94.7 y 97.8% a la VT (Figura 4.8). La productividad de C disminuyó a medida 
que pasa el tiempo (reducción del 47% en los diferentes tratamientos) mientras que en el caso de la 
productividad de N, aumentó solamente en los tratamientos con bajo N (LN) (+ 33%). Sin embargo, 
en los tratamientos con alta disponibilidad de nutrientes (HN), estos valores no cambiaron con respecto 
al T.
Efectos interactivos de la radiación solar y los nutrientes en H. cornea
197
 
Figura 4.8. Productividad de carbono (g C m-2 d-1) (A) y de nitrógeno (g N m-2 d-1) (B) por el alga H. 
cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días para los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O
objeto de estudio. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3). 
3.5. Fotosíntesis 
La capacidad fotosintética fue evaluada a partir de la Fluorescencia in vivo de la clorofila a
asociada al fotosistema II (PSII). Se determinaron los rendimientos cuánticos máximos (Fv/Fm) y los 
parámetros fotosintéticos obtenidos a partir de las curvas rápidas de luz (RLC del inglés, Rapid Light 
Curve) en algas expuestas 30 s a diferentes intensidades (12 niveles de intensidad) de radiación 
artificial (lámpara halógena procedente de un fluorímetro), tasa de t ransporte electrónico (ETR) 
determinada in situ bajo radiación solar en exposiciones corta (5 min) y la producción fotosintética 
integrada estimada a partir del ETR in situ integrado en ciclos diarios (ETRi).
3.5.1. Rapid Light Curves (RLC) 
A partir de las RLC, se calculó el rendimiento cuántico máximo (Fv/Fm), la eficiencia 
fotosintética (αETR) y la relación potencial entre la producción y la disipación (ETRmax/NPQmax). El 
Fv/Fm fue afectado a lo largo del experimento por la interacción del T x L interactivamente (p < 0.01) 
explicando el 14.4% de la VT, y por efecto de N de forma individual explicando el 52.9% de la VT (p
< 0.01) (Figura 4.9A). Todos los valores se vieron reducidos con respecto a los valores iniciales (0.620 
± 0.025). En el caso de la eficiencia fotosintética (αETR), esta variable dependiente se vio influenciada 
por T y N de forma independiente (p < 0.05), contribuyendo ambas variables en un 23.5% y 36.8%, 
respectivamente a la VT, aumentando al final del experimento (a los 28 y 35 días) con respecto a los 
valores iniciales. El ETRmax, sin embargo, incrementó a lo largo del tiempo (Figura 4.9C)  mientras 
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que NPQmax disminuyó (Figura 4.9D). La relación ETRmax/NPQmax fue afectada por N (p < 0.01; 88.7 
% de la VT). Esta relación aumentó considerablemente en todos los tratamientos y a lo largo de todo 
el tiempo con respecto a los valores iniciales. Al final del experimento (a los 35 días), los valores para 
este parámetro habían aumentado en 1.7, 1.6, 3.2 y 2.5 v eces en LN-G, LN-O, HN-G y HN-O
respectivamente. La relación entre la producción fotosintética y la disipación de energía 
(ETRmax/NPQmax) se correlacionó positivamente con la biofiltración de N expresada como NUR (r = 
0.66; p < 0.01), el contenido en Chla (r = 0.57; p < 0.05), el contenido interno de C y N como % (r = 
0.70 y 0.88 r espectivamente a valores de p < 0.01 ) y los compuestos nitrogenados producto del 
metabolismo secundario como MAAs (r = 0.57; p < 0.05) y proteínas (r = 0.69; p < 0.01) así como con 
la capacidad antioxidante total (ABTS) (r = 0.58; p < 0.05). Además, se encontró correlación negativa 
con el contenido en ácidos grasos saturados AGs (r = -0.52; p < 0.05) mientras que existió una 
correlación positiva con los ácidos grasos mono y poliinsaturados (MUFAs y PUFAs) a niveles de 
significancia de r = 0.56 y r = 52 (p < 0.05), respectivamente. 
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Figura 4.9. Rendimiento cuántico máximo (Fv/Fm) (A), eficiencia fotosintética (αETR) (B) tasa de 
transporte electrónico máximo (ETRmax) (C), la disipación no fotoquímica (NPQmax) (D) y la relación 
ETRmax/NPQmax (E) en el alga H. cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días para los diferentes diferentes 
tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de estudio. Cada valor se representa como media ± 
S.E. (n = 3). Las líneas rayadas (horizontales) indican los valores iniciales obtenidos en el experimento.  
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3.5.2. Distribución de la energía fotosintética 
La división de la energía de excitación absorbida por el fotosistema II (PSII) podría 
expresarse en términos de rendimientos cuánticos complementarios de conversión de energía 
fotoquímica Y(II) y pérdidas no fotoquímicas, Y(NPQ) y Y(NO), los cuales sumarían 1 (Klughammer 
& Schreiber 2008). Para estimar la partición de la energía de excitación absorbida por el PSII, los 
rendimientos fueron calculados a partir de las RLC en los puntos de intensidad  6 y 12 del fluorímetro 
(317 y 2962 μmol m-2 s-1) para los días 0 (inicial), 7 y 35, respectivamente (Figura 4.10). Como se 
muestra en la Figura. 4.10, H. cornea tenía un Y(II) inicial bajo (< 0.1) a alta y a baja intensidad de 
incubación.  
En cuanto a las pérdidas no fotoquímicas, inicialmente en ambas intensidades, las pérdidas 
principal ocurrieron en forma de Y(NO) (0.53 y 0.55 r espectivamente) y de Y(NPQ) (0.35 y 0.43 
respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre las variables independientes 
cuando se abordaron los ANOVA factoriales, de manera independiente para cada intensidad. Sin 
embargo, sí se observaron diferencias significativas cuando se comparan con respecto a la intensidad 
(E), T, L y N (E x T x L x N). Solamente en Y(II) y en Y(NPQ), se observaron diferencias significativas 
(p < 0.01) para la intensidad (E), mientras que en Y(NO) no se apreciaron cambios significativos entre 
las dos intensidades de incubación. Respecto a las variables independientes estudiadas T x L x N, en 
Y(II) hubo interacción para T x L (p < 0.05), obteniendo el valor más alto en el cultivo al interior para 
el día 35 (0.132). De lo contrario, solo en Y(NO) y Y(NPQ) se observó interacción significativa (p <
0.05 y 0.00, respectivamente) para la interacción T x L x N, siendo el valor más bajo el hallado en LN-
G (0.435) para Y(NO), mientras que por el contrario, el valor más alto de Y(NPQ) fue el encontrado 
también en LN-G para el día 7 (0.479) . En incubaciones  a 317 µmol m-2 s-1, Y(NO) fue el rendimiento 
predominante mientras que a 2912 µmol m-2 s-1, la contribución de Y(NPQ) aumentó sensiblemente 
(Figura. 4.10). A los 7 días de cultivo el único tratamiento que presentó distribución de rendimientos 
similar al de las muestras iniciales, fue el de las algas cultivadas en el invernadero y en baja 
disponibilidad de nutrientes (LN-G). 
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Figura 4.10. Distribución de los rendimientos cuánticos complementarios de H. cornea Los tres 
rendimientos cuánticos complementarios, el rendimiento cuántico efectivo [Y(II)], el amortiguamiento 
no fotoquímico regulado [Y(NPQ)] y el amortiguamiento no fotoquímico y no regulado [Y(NO)] para 
2 intensidades de radiación distintas proporcionadas por el fluorímetro: 317 y 2912 µmol m-2 s-1 (A y 
B respectivamente). 
3.5.3. ETR solar 
La Curva de Luz Solar (ETRsolar) fue realizada el día 14/07/2015 (Figura 4.11). Debido a las 
irradiancias solares máximas alcanzadas ese día, no se alcanzó la saturación en H. cornea, por lo que 
no es posible determinar la irradiancia de saturación (EkETR) y mucho menos la irradiancia óptima (Im). 
Por lo tanto, de esta curva solamente pudo ser obtenida la eficiencia fotosintética (αETR). Esta variable 
(ETRsolar) solo fue influenciada por L, a un nivel de significancia menor que 0.05, explicando el 72.9%
de la VT. Por lo tanto, los valores de ETRsolar para los tratamientos bajo radiación solar (LN-O y HN-
O) fueron un 30% más altos que los tratamientos bajo invernadero (LN-G y HN-G). 
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Figura 4.11. Tasa de transporte electrónico en H. cornea incubada bajo irradiancia solar (ETRsolar) a 
distintas intensidades de radiación natural (µmol fotones m-2 s-1) y en los diferentes tratamientos objeto 
de estudio. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3).  
3.5.4. ETR integrado (ETRi) 
El ETRi medido cada 5 min, fue calculado a partir del rendimiento efectivo (YII) multiplicado 
por la irradiancia, la absorptancia y el rendimiento efectivo Y(II), durante un ciclo diario para la 
primera y última semana de experimentación (a los 7 y a los 35 días). El ETRi bajo radiación solar  
mostró valores más altos respecto a los datos obtenidos de ETRmax a partir de las RLC (5 veces más 
aproximadamente), pero conservando el mismo patrón, es decir, más producción en los tratamientos 
con alta disponibilidad de nutrientes (HN), lo que supone un 40% más de producción que con baja 
disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, estos valores se vieron afectados a lo largo del tiempo de 
ensayo, alcanzando una disminución del 80% en HN y 70% en LN a los 35 días a pesar de estar 
recibiendo prácticamente la misma intensidad de radiación (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Tasa de transporte electrónico integrado en un ciclo solar diario (8:00 a 20:00) en medido 
a los 7 y 35 días en H. cornea sometida a los diferentes tratamientos. Cada valor se representa como 
media ± S.E. (n = 3). 
3.5.5. Estimación de la productividad de la biomasa (eBP) 
La productividad de la biomasa expresada por unidad de área (eBP), fue estimada a partir del 
ETRmax obtenido de los ciclos diarios en los que se evaluó el Y(II) a lo largo del día para la primera y 
quinta semana de experimentación. Para obtener la relación más adecuada entre la productividad de la 
biomasa estimada (eBP) y medida (mBP), la evolución del O2 y las tasas de asimilación de carbono se 
calcularon según diferentes valores del requerimiento cuántico (QR), es decir los fotones necesarios por 
mol de O2 producido, cuota fotosintético (PQ), relación entre mol de O2 producido y mol de carbono 
asimilado (ver más en detalle Material y métodos generales, Ep. 5.5). Se utilizaron los valores teóricos 
de QR, es decir, 1/8 mol de fotones de O2/mol, respectivamente y un de valor QR de 1.2 de acuerdo a 
Gil Jerez (2015). Se com paró el eBP y mBP para la semana 1 y  5 ( ambas semanas juntas e 
individualmente), y a su vez, tanto para las 12 unidades de experimentación verdaderas (4 tratamientos 
x 3 tanques) como para los 4 tratamientos en su conjunto para determinar una posible correlación lineal 
mediante correlaciones de Pearson de la forma más desglosada e integradora posible. Se encontró 
correlación positiva al comparar, de manera conjunta, la semana 1 y  5, tanto por unidades de 
experimentación (12 tanques x 2 semanas = 24 puntos de la recta) como por tratamientos (4 tratamientos 
x 2 semanas = 8 puntos), obteniéndose una r de Pearson de 0.74 y 0.82 a niveles de significancia de p <
0.00 y 0.01, respectivamente (Tabla 4.5). Las pendientes, en ambos casos, fueron de 0.42 y 0.46 siendo 
los coeficientes de determinación R2, 0.55 y 0.68.  
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Figura 4.13. Relación entre la productividad de la biomasa estimada (eBP) y medida (mBP) (g PS m-2
d-1) para H. cornea, bajo los tratamientos LN y HN cultivadas en interior y exterior. Se realizaron 
correlaciones de Pearson para las dos semanas de experimentación (1 y 5) de manera conjunta tanto para 
los tanques/unidades experimentales (A) como para los tratamientos (B), así como para la primera 
semana de experimentación por tanques (C), y por tratamientos (D), y para la quinta semana también 
por tanques (E) y por tratamientos (F). 
Tabla 4.5. Correlaciones de Pearson para la productividad de biomasa estimada (eBP) y la 
productividad de biomasa real (mBP).
Figuras
Parámetro estadístico A B C D E F
m (pendiente) 0.42 0.46 -0.04 0.25 0.50 0.77
b (intercepto) 19.54 17.63 51.22 31.97 16.35 7.76
r de Pearson 0.74 0.82 -0.04 0.18 0.47 0.64
R2 0.55 0.68 0.00 0.03 0.22 0.41
n 24 8 12 4 12 4
p 0.00 0.01 - 0.82 0.12 0.36
3.6. Composición pigmentaria 
El contenido pigmentario sufrió cambios relacionados con los tratamientos. El pigmento 
fotosintético principal, Chla, se vio afectado por todas las variables independientes y por las 
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interacciones entre T x L y T x N a un nivel de significancia menor de 0.01. Cabe destacar que la 
variable independiente que más peso aportó a la VT, fue el N con un 68.6% (Tabla 4.6). El contenido 
de Chla disminuyó en los tratamientos con baja disponibilidad de nutrientes (LN) respecto a los valores 
encontrados al comienzo del experimento (209 µg g-1 PS), a diferencia de los tratamientos con alta 
disponibilidad de nutrientes (HN) donde aumentaron a partir de los 14 días y alcanzando valores 
máximos de 370 µg g-1 PS en alta HN (tanto en el interior como en el exterior). Respecto a las 
ficobiliproteínas, tanto la ficocianina (FC) como ficoeritrina (FE) se vieron afectadas por el tiempo (p
< 0.01) explicando el 58 y 32% de la VT. Sin embargo, solo FE fue afectada, además de por el tiempo, 
por el N (p < 0.01: 36%) y por la interacción del tiempo y la luz (T x L) a un nivel de significancia 
menor que 0.01 pero explicando sólo el 17.3% de la VT. 
Tabla 4.6. Composición pigmentaria. Chla, (µg g-1 PS), FC y FE (mg g-1 PS) en H. cornea. Cada valor 
se representa como media ± S.E. (n = 3). 
Días Tratamiento Chla FC FE 
Inicial 209 ± 8.4 0.2 ± 0.1 1.3 ± 0.4
7 LN-G 103 ± 6.3 0.1 ± 0.0 0.9 ± 0.3
LN-O 91.4 ± 17.8 0.5 ± 0.4 1.4 ± 1
HN-G 189.1 ± 17.9 0.2 ± 0.1 1.5 ± 0.4
HN-O 115 ± 12.3 0.5 ± 0.3 1.9 ± 0.7
14 LN-G 72.1 ± 12.1 0.1 ± 0.1 0.3 ± 0.1
LN-O 59.2 ± 3.9 0.9 ± 0.4 2.4 ± 1
HN-G 186.2 ± 17.9 0.2 ± 0.1 2.1 ± 0.3
HN-O 188.8 ± 16.2 0.5 ± 0.1 3.9 ± 1
21 LN-G 142.1 ± 21.7 0.9 ± 0.3 3.1 ± 1
LN-O 157.2 ± 22.5 1.2 ± 0.3 4.8 ± 1
HN-G 360.9 ± 25 0.9 ± 0.2 5.1 ± 0.5
HN-O 311.7 ± 26.3 1.1 ± 0.3 5.1 ± 1
28 LN-G 237.7 ± 38.3 0.3 ± 0.0 1.4 ± 0.2
LN-O 132.5 ± 18.3 1 ± 0.3 4.3 ± 1
HN-G 443.9 ± 32.9 1 ± 0.3 5.3 ± 0.9
HN-O 299.6 ± 18.1 0.5 ± 0.1 2.3 ± 0.3
35 LN-G 222.6 ± 25 0.1 ± 0.1 1.2 ± 0.2
LN-O 173.2 ± 5 0.5 ± 0.1 2.2 ± 0.9
HN-G 285 ± 17.6 0.4 ± 0.1 3.7 ± 0.4
HN-O 277.8 ± 37.7 0.4 ± 0.1 2.5 ± 0.5
3.7. Estequiometría C/N 
El contenido elemental en Carbono (C %) no varió de forma significativa en relación a los 
tratamientos, para ninguna de las variables independientes a lo largo del tiempo. Solo en los 
tratamientos con alta disponibilidad de nutrientes (HN), tanto en el exterior como en el interior, los 
valores se mantuvieron iguales respecto al inicio  del experimento (≈ 22 C %) (Tabla 4.7). Por otro 
lado, el contenido elemental de nitrógeno (N %) resultó influenciado por la interacción entre T x L x 
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N (p < 0.01: 22% de la VT). Los v alores de N fueron 4.7 y 3.5 v eces más en HN-G y HN-O
respectivamente (a los 35 días) respecto a los valores al comienzo del experimento (día inicial). Por 
ende, la relación C/N no fue influenciada significativamente por ninguna de sus variables 
independientes en los tratamientos estudiados. Esta relación disminuyó a los 35 días para todos los 
tratamientos respecto al valor inicial pasando de valores de 2.1 a valores comprendidos entre 0.5-1.2, 
lo que supone una caída del 55%. El contenido de C se correlacionó positivamente con la producción 
ETRmax (r = 0.49; p < 0.01), negativamente con el NPQmax (r = -0.39; p < 0.05), con la relación 
ETRmax/NPQmax (r = 0.71; p < 0.01) y con los ácidos grasos Omega-6 y Omega-9 así como con la 
relación Omega-6/Omega-3 (r = 0.57, 0.53 y 0.51 a valores de p < 0.05 respectivamente). El contenido 
de N se correlación con los pigmentos Chla (r = 0.72; p < 0.01) y ficoeritrina (FE) (r = 0.57; p < 0.01), 
con los aminoácidos tipo micosporina Shinorine, Porphyra-334 y Palythinol (r = 0.71, 0.74 y 0.79 
respectivamente; p < 0.01), el contenido de proteínas (r = 0.76; p < 0.01) y la capacidad antioxidante 
(r = 0.57; p < 0.01) 
Tabla 4.7. Contenido elemental de Carbono (C %), Nitrógeno (N%) y relación C/N contenido en la 
biomasa de H. cornea. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3). Las letras diferentes en 
una misma columna implican diferencias significativas entre las especies (p < 0.05).
Días
Contenido elemental Tratamiento Inicial 7 35
C %
LN-G
22.3 ± 1.2
21.5 ± 1.4 21.8 ± 1
LN-O 21.3 ± 0.3 22.6 ± 1
HN-G 19.8 ± 0.6 24.2 ± 0.5
HN-O 21.2 ± 0.6 24 ± 0.4
N %
LN-G
1.1 ± 0.1
0.9 ± 0.1b 1.9 ± 0.3a
LN-O 0.9 ± 0.1b 2.6 ± 0.2a
HN-G 2.2 ± 0.1a 5.2 ± 0.2d
HN-O 2.1 ± 0.1a 3.9 ± 0c
C/N
LN-G
2.1 ± 0.2
2.4 ± 0.1 1.2 ± 0.1
LN-O 2.6 ± 0.4 0.9 ± 0.1
HN-G 0.9 ± 0 0.5 ± 0
HN-O 1 ± 0 0.6 ± 0
3.8. Compuestos Bioactivos 
3.8.1. Proteínas, carbohidratos y lípidos 
Los tres grandes macrocomponentes fueron evaluados y expresados como porcentaje respecto 
al PS de H. cornea. En el caso de los carbohidratos, se afectaron exclusivamente por L con valores de 
p < 0.05 (66.2% de la VT) y los valores de estos componentes se vieron reducidos respecto a su valor 
inicial (≈ 12% para todos los tratamientos) (Figura 4.14A). El contenido de proteínas fue el único 
macrocomponente influenciado por la interacción T x L x N (p < 0.05) aunque solo explicó el 5.9% de 
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la VT. El 51.4% de la VT fue explicado por la variable N independientemente (p < 0.01). El contenido 
proteico aumentó en todos los tratamientos y los tiempos experimentales con respecto a los valores 
iniciales (9.6% de proteínas) (Figura 4.14B). El contenido más alto alcanzado se cuantificó al final del 
experimento (35 días) en el tratamiento con HN en el interior (HN-G) siendo 2.5 veces más que los 
valores iniciales. Por último, el porcentaje de lípidos totales contenidos en la biomasa de H. cornea, 
no resultó ser influenciado por ninguna variable independiente estudiada. Se alcanzaron valores 
máximos de hasta el 5% de lípidos. Generalmente los valores más altos de lípidos se cuantificaron en 
los tratamientos con baja disponibilidad de nutrientes (LN) (Figura 4.14C). 
Figura 4.14. Contenido en carbohidratos (A), proteínas (B) y lípidos (C), expresados en % de peso 
seco para la biomasa de H. cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días para los diferentes tratamientos 
objeto de estudio. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3). Las letras diferentes en una 
misma columna implican diferencias significativas entre los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-
O y HN-O objeto de estudio. (p < 0.05). Las líneas rayadas (horizontales) indican los valores iniciales 
obtenidos en el experimento. 
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3.8.2. Ácidos Grasos 
Los lípidos obtenidos gravimétricamente fueron sometidos a transesterificación con la 
finalidad de cuantificar el contenido de ácidos grasos presentes en H. cornea. La composición de cada 
uno de los ácidos grasos cuantificados mediantes cromatografía de masas, se recoge más 
detalladamente en “Material suplementario, Tabla S.4.2”. Agrupando estos ácidos grasos en saturados 
(AGS), monoinsaturados (MUFAs) y poliinsaturados (PUFAs), se observaron efectos significativos en 
cuanto a las variables independientes estudiadas, para el porcentaje de AGS y de PUFAs. Los AGS se 
afectaron por el efecto del N (p < 0.05) y los PUFAs por el efecto interactivo de T x L (p < 0.05). El 
contenido de ácidos grasos monoinsaturados (MUFAs) y de ácidos grasos poliinstarurados (PUFAs), 
aumentaron en un 77 y 93% respectivamente en todos los tratamientos (de promedio) respecto a los 
contenidos iniciales, reduciendo así el contenido en ácidos grasos saturados (AGS) en un 55% (Figura 
4.15).
Figura 4.15. Composición porcentual de ácidos grasos totales (saturados, monoinsaturados y 
poliinsaturados) para la biomasa de H. cornea al inicio del experimento, a los 7 y a los 35 días. 
Dentro del contenido de ácidos grasos poliinsaturados, se agruparon en los tres grupos de 
ácidos grasos más relevantes y de mayor importancia en el ámbito nutricional (Omega-3, Omega-6 y 
Omega-9). Al inicio del experimento (inicial), el 14, 45 y 39% de los ácidos grasos contenidos en la 
biomasa de H. cornea, fueron Omega-3, Omega-6 y Omega-9, respectivamente. Estas proporciones se 
vieron modificadas por el efecto de los tratamientos. Los ácidos grasos Omega-3, fueron afectados por 
las variables T x L (p < 0.05) mientras que los Omega-6 fueron afectados por T x L (p < 0.05), sin 
embargo, los ácidos grasos Omega-9 no fueron influenciados significativamente por ninguna variable 
estudiada. El contenido de Omega-3 y Omega-9 se redujo en un 87 y un 19%, respectivamente a los 
35 días respecto al cultivo a los 7 días, mientras que los Omega-6 aumentó en un 60% (a los 35 días 
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respecto a los 7 días). El ratio Omega-6/Omega-3 (ω6/ω3), aumentó considerablemente en 14 y 7 veces 
para los tratamientos LN y HN en el interior, respectivamente, a los 35 días respecto a los 7 días, 
mientras que en el exterior, esta proporción aumentó 56 veces para LN y 6 veces para HN. 
Figura 4.16. Composición porcentual de ácidos grasos poliinsaturados para la biomasa de H. cornea
al inicio del experimento, a los 7 y a los 35 días.
3.8.3. Aminoácidos tipo micosporina (MAAs) 
La composición de aminoácidos tipo micosporina (MAAs) dependió tanto cualitativa, como 
cuantitativamente del efecto de los tratamientos empleados en el experimento. Todos los MAAs 
obtenidos, a excepción de uno de ellos (Porphyra-334 en el tiempo inicial) presentaron una exactitud 
menor de 2 ppm, lo cual indica la verosimilitud de estos metabolitos respecto a los pesos moleculares 
teóricos obtenidos por otros autores para las mismas moléculas. En H. cornea, se identificaron 
espectrométricamente cinco aminoácidos: Palythine, Palythinol, Porphyra-334, Asterina-330 y 
Shinorine (Tabla 4.8).  
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Tabla 4.8. Composición de MAAs mediante Espectrometría de Masas (ESI-MS). Ver cromatogramas 
en “Material Suplementario. Figura S.4.1”
Tiempo 
(días)
Tratamiento MAAs
Fórmula 
Molecular
λmax
(nm)
Exactitud 
(ppm)
m/z 
(calculada)
m/z 
(observada)
Inicial Palythine C10H16N2O5 320 1.8 245.11320 245.07811
Porphyra-334 C14H22N2O8 334 6 347.14489 347.14703
35 LN-I Palythine C10H16N2O5 320 1.2 245.11320 245.11290
Porphyra-334 C14H22N2O8 334 2.1 347.14489 347.14417
Asterina-330 C12H20N2O6 331 1.6 289.13941 289.19772
Shinorine C13H20N2O8 334 1.4 333.12924 333.12878
HN-I Palythine C10H16N2O5 320 1.2 245.11320 245.11290
Porphyra-334 C14H22N2O8 334 2.3 347.14489 347.14410
Asterina-330 C12H20N2O6 331 1.6 289.13941 289.19772
Palythinol C13H22N2O6 332 1.7 303.15506 303.17700
LN-O Palythine C10H16N2O5 320 1.4 245.11320 245.11285
Porphyra-334 C14H22N2O8 No detectado
Asterina-330 C12H20N2O6 331 1.7 289.13941 289.13892
Palythinol C13H22N2O6 332 1.9 303.15506 303.17703
HN-O Palythine C10H16N2O5 320 1.5 245.1132 245.11284
Porphyra-334 C14H22N2O8 334 1.7 347.14489 347.26352
Asterina-330 C12H20N2O6 331 1.7 289.13941 289.13892
Palythinol C13H22N2O6 332 1.8 303.15506 303.17697
Respecto al contenido total de MAAs (mg g-1 PS) cuantificado mediante HPLC, fue 
influenciado por T (p < 0.05), L (p < 0.01) y N (p < 0.05) de forma independiente, sin existir interacción 
entre estas tres variables independientes. De entre todas estas variables, la variable L fue la que mejor 
explica el porcentaje de la varianza (% PV) en un 58.7%. Así pues, H. cornea cultivada en el exterior, 
mostró valores más altos, alrededor de un 66% más en LN-O respecto a LN-G y 57% en HN-O respecto 
a HN-G al final del experimento (a los 35 días). En definitiva, los niveles de MAAs totales aumentaron 
considerablemente en todos los tratamientos respecto a los valores iniciales de 0.3 mg g-1 PS (Figura 
4.17).
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Figura 4.17.  Contenido de MAAs totales (mg g-1 PS) en H. cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días 
para los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de estudio. Cada valor se 
representa como media ± S.E. (n = 3). Las líneas rayadas (horizontales) indican los valores iniciales 
obtenidos en el experimento.
La composición porcentual de los distintos aminoácidos sufrió cambios en cuanto a las 
proporciones a lo largo del tiempo y en cuanto a los tratamientos empleados (Figura 4.18). Los niveles 
de Asterina-330, aumentaron en todos los tratamientos respecto al tiempo, a expensas de disminuir los 
niveles de Shinorine. Los tres MAAs restantes, Palythine, Porphyra-334 y Palythinol, se mantuvieron 
prácticamente en los mismos niveles a lo largo del tiempo. 
Figura 4.18. Composición porcentual de los MAAs en H. cornea al inicio del experimento, y a los 
días 7, 14, 21, 28 y  35 días para los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de 
estudio. Cada valor se representa como la media.  
La productividad de MAAs expresada en mg m-2 d-1 (producto del contenido de MAAs por la 
productividad de la biomasa) como era de esperar, se vio influenciada fuertemente por la interacción 
T x L x N (p < 0.00) a pesar de que el 76% de la VT se explica a través de L independientemente 
(Figura 4.19). Para los tratamientos con alta y baja disponibilidad de nutrientes en el exterior (LN y 
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HN-O), se obtuvo el doble de productividad de MAAs que para los tratamientos con alta y baja 
disponibilidad de nutrientes en el interior (2 y 1.3 veces más).  
Figura 4.19. Productividad de MAAs (mg m-2 d-1 PS) en H. cornea a los 7, 14, 21, 28 y a los 35 días 
para los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de estudio. Cada valor se 
representa como media ± S.E. (n = 3). Las letras diferentes en una misma columna implican diferencias 
significativas entre los tratamientos (p < 0.05). 
3.8.4. Compuestos fenólicos 
El contenido de compuestos fenólicos no se afectó significativamente por ninguna de l as 
variables independientes. Aun así, el 41 y el 23.8% de la VT se explica a través de las variables T y L 
respectivamente (Figura 4.20). Los valores aumentaron linealmente a lo largo del tiempo respecto a 
los valores iniciales (desde 13.5 hasta 60 mg g-1 de PS). 
Figura 4.20. Contenido en compuestos fenólicos (mg fenoles g-1 PS) en H. cornea a los 7, 14, 21, 28 
y a los 35 días para los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de estudio. Cada 
valor se representa como media ± S.E. (n = 3). Las líneas rayadas (horizontales) indican los valores 
iniciales obtenidos en el experimento.  
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3.8.5. Antioxidantes 
La capacidad antioxidante en H. cornea, se evaluó mediante cuantificación de las principales 
enzimas: Catalasa (CAT), Superóxido dismutasa (SOD), Peroxidasas totales (POX), Ascorbato 
peroxidasa (APX), glutatión reductasa (GPX) y Glutatión reductasa (GR) involucradas en la defensa 
antioxidante, expresados como unidades de enzima por mg de proteínas solubles (U mg-1 TSP) y 
mediante el ensayo para la cuantificación de la actividad antioxidante total (ensayo ABTS). 
De las enzimas que se analizaron, solo APX, GR y GPX fueron afectadas por los tratamientos 
empleados en la interacción T x L x N con valores de significancias de p < 0.05 (en APX y GR) y 0.00 
en GPX, explicando el 33 el 18.4 y el 81% de la VT respectivamente. La enzima CAT, se afectó por 
el efecto del N (p < 0.05: 93.5% de VT) existiendo más producción de enzima en alta que en baja 
disponibilidad de nutrientes (HN > LN). Las enzimas SOD, POX no se afectaron significativamente 
por ninguna variable (Tabla 4.9). A pesar de esto, la producción de SOD se reduce con respecto al 
tiempo (alcanzando valores máximos a los 7 días y reduciéndose después), mientras que en POX ocurre 
justo lo contrario (aumentó respecto al tiempo) aunque no se observaron diferencias significativas. 
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Tabla 4.9. Actividad enzimáticas de Catalasa (CAT), Superóxido dismutasa (SOD), Peroxidasas 
totales (POX), Ascorbato peroxidasa (APX), glutatión reductasa (GPX) y Glutatión reductasa (GR). 
Los resultados se expresan como unidades (U) de actividad enzimática por mg de proteína soluble 
(TSP). 1 U = µmol sustrato convertido por min-1.
Tiempo (días)
Enzima (U mg-1 TSP) Tratamiento Inicial 7 35
CAT
LN-G
14.2 ± 0.7
12 ± 2.7 14.6 ± 1.7
LN-O 14.1 ± 2.5 9.2 ± 1.9
HN-G 9.2 ± 1.4 7.2 ± 1.4
HN-O 14.5 ± 3.7 14.6 ± 3.1
SOD
LN-G
45.8 ± 10.2
68.7 ± 19.6 55.4 ± 15.5
LN-O 83.4 ± 7.6 7.9 ± 4.5
HN-G 70.6 ± 12.4 20.4 ± 5.2
HN-O 65.5 ± 17.2 9.9 ± 4.8
POX
LN-G
22.4 ± 0.9
41.2 ± 8.3 61.5 ± 4.8
LN-O 29.9 ± 2.5 48.3 ± 6
HN-G 37.2 ± 0.8 55.2 ± 5.3
HN-O 39.4 ± 0.7 44.1 ± 0.4
APX
LN-G
57.1 ± 5.2
113.5 ± 11.9c 67.8 ± 11.8abc
LN-O 76.1 ± 9.3abc 62.8 ± 8.3abc
HN-G 105.7 ± 16.4bc 46.8 ± 11.7a
HN-O 57.5 ± 14.9ab 92.9 ± 13.8abc
GR
LN-G
0.54 ± 0.02
0.53 ± 0.08b 0.28 ± 0.09abc
LN-O 0.46 ± 0.11bc 0.13 ± 0.04a
HN-G 0.55 ± 0.09b 0.13 ± 0.03a
HN-O 0.22 ± 0.04ac 0.14 ± 0.05a
GPX
LN-G
0.01 ± 0
0.07 ± 0.01ab 0.03 ± 0.01a
LN-O 0.03 ± 0.01a 0.08 ± 0.02ab
HN-G 0.06 ± 0.01ab 0.06 ± 0.01ab
HN-O 0.1 ± 0b 0.04 ± 0.01a
La capacidad antioxidante total evaluada a partir del ensayo ABTS, solo se afectó por T (p <
0.05: 32% VT) y por N (p < 0.05). Respecto a los valores iniciales (10.4 ± 0.8 µmol TEAC), todos los 
tratamientos aumentaron los niveles de antioxidantes hasta 6 veces más. No se observaron patrones en 
cuanto al tiempo, pero se puede apreciar que en LN y en el exterior (LN-O) los valores de actividad 
antioxidante fueron más altos que para los demás tratamientos en los días 21 y 35. El contenido de 
antioxidantes expresado como µmol TEAC g-1 PS se correlacionó positivamente con tres aminoácidos 
tipo micosporina (Shinorine, Porphyra-334 y Palythinol) con una r de Pearson de 0.60, 0.81 y 0.69 
respectivamente a valores de p < 0.01, con el contenido de compuestos fenólicos (r = 0.53; p < 0.05), 
de peroxidasas POX (r = 0.68; p < 0.01), el contenido de N interno (r = 0.57; p < 0.05), de ácidos
grasos mono y poliinsaturados (MUFAs y PUFAs) (r = 0.76 y 0.67; p < 0.05), y con la relación ω6/ω3
(r = 0.57; p < 0.05). También se correlacionó negativamente con el contenido de ácidos grasos 
saturados (AGS) (r = -0.68; p < 0.01)
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Figura 4.21. Capacidad antioxidante (µmol TEAC g-1 PS) en H. cornea al inicio del experimento, y a 
los días 7, 14, 21, 28 y 35 días para los diferentes tratamientos LN-G, HN-G, LN-O y HN-O objeto de 
estudio. Cada valor se representa como media ± S.E. (n = 3). Las líneas rayadas (horizontales) indican 
los valores iniciales obtenidos en el experimento. 
3.9. Análisis multivariantes de ordenación 
3.9.1. Análisis de redundancia (RDA) 
El análisis de redundancia (RDA) se realizó en este estudio como complemento para 
maximizar la extracción de información para la gran cantidad de variables dependientes estudiadas. 
Este análisis permitió estudiar, en H. cornea, la relación entre dos tablas de variables X e Y. Mientras 
que el método de correlación de Pearson es un método simétrico, el RDA es dismétrico. En el RDA, 
los componentes extraídos de X están tales que están correlacionados con las variables del Y tanto 
cuanto sea posible. Entonces, los componentes de Y se extraen para correlacionarlos con los 
componentes extraídos del X tanto cuanto sea posible. 
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Figura 4.22. Gráfico del análisis RDA  para la distribución de las variables independientes evaluadas. 
Las variables que se representan en la figura son todas significativas (p < 0.05). 
El análisis RDA se realizó a partir de todos los datos de matriz y eliminado las variables que 
no están en todos los casos. Este criterio elimina muchas variables, pero es para ver el papel que juega 
el tiempo en el análisis y si el efecto de las variables ambientales y las relaciones entre variables 
fisiológicas y estructurales son consistentes en el tiempo. 
  Los dos primeros ejes explican el 91.9% de la relación entre las variables dependientes y las 
ambientales. El primer eje explica por si solo el 82.4%. El primer eje viene explicado por el N 
principalmente y el segundo por UVR (radiación solar). La segunda variable en importancia para el 
primer eje es la Temperatura media (Temp. promedio) y para el segundo eje las Temperaturas máximas 
(Temp. máx) El tiempo parece jugar un rol importante, seguramente aumentando la respuesta 
fisiológica a la disponibilidad de N a medida que este transcurre. Esto se asocia un aumento de las 
temperaturas mínimas y medias. Solo las temperaturas máximas parecen ir más asociadas a la 
exposición solar. La radiación PAR no resultó ser significativa. 
La Figura 4.23 muestra las variables dependientes evaluadas a lo largo del tiempo. Las 
variables del cuadrante 4 (flechas hacia la izquierda) , relacionadas con el  enriquecimiento en N, fueron 
el contenido en pigmentos fotosintéticos (Chla y FE), la relación PF/PS, el contenido proteico, el 
contenido del aminoácido tipo micosporina Porphyra-334, la capacidad antioxidante total (ABTS) y 
los parámetros fotosintéticos EkNPQ, además de la relación ETR/NPQ. Por otro lado las variables en el 
cuadrante 2, son αNPQ, NPQmax y el contenido de cenizas, van asociadas a la UVR (aumentan la 
Palythine, Asterina-330 y Materia orgánica, y disminuyen PF/PS). Las variables del  cuadrante 2, como 
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la tasa de crecimiento y los lípidos, disminuyen al aumentar N y UVR. Por último, las variables del 
tercer cuadrante se ven favorecidas por el aumento de UVR y de los nutrientes, como son la 
productividad de MAAs, los aminoácidos Palythine, Shinorine y Asterina-330. 
Figura 4.23. Gráfico del análisis RDA  para la distribución de las variables dependientes evaluadas.
4. Discusión 
4.1. Biofiltración 
El uso de macroalgas como organismos biofiltrantes en sistema de biodepuración de aguas 
residuales de piscifactorías e incluso de ag uas residuales urbanas está ampliamente descrita en l a 
literatura, más aun si de la biomasa resultante se obtienen productos con alto valor añadido (Troell et 
al. 2003; Neori et al. 2004; Figueroa et al. 2012; Rabiei et al. 2016; Macchiavello & Bulboa 2017). En 
estudios previos similares, sobre cultivo de macroalgas a mesoescala, se han descrito tanto el efecto de 
aporte de nutrientes, como el de la radiación natural sobre diferentes tipos de cultivos y la productividad 
de compuestos de interés (Kang et al. 2008; Figueroa et al. 2012; Ukabi et al. 2013; Barceló-Villalobos 
et al. 2017). 
En función del aporte de nutrientes, la cantidad y la calidad espectral, las macroalgas modifican 
su morfología, volviéndose muy plásticas. En este estudio, la amplia variedad morfológica de H. 
cornea, nos da idea de la adaptación de esta especie al medio en el que se encuentre, siendo la clave 
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de que ocupen un rango tan amplio en distintos entornos físicos (Gómez & Huovinen 2011; Biskup et 
al. 2014; Gao et al. 2016). Esta es una de las características más apreciadas a la hora de escoger especies 
que se adapten a los distintos sistemas de cultivo. Uno de los cambios morfológicos con mayor 
implicación funcional es el de la relación Superficie/Volumen (S/V) lo que permite una mayor 
incorporación de nutrientes o captación de radiación en periodos de escasez (aumentando y alargando 
las ramificaciones) y acortando y engrosando las ramificaciones en periodos de alta irradiancia. A su 
vez debido a estar libres en la columna de agua van tomando morfologías más esféricas (ballforming) 
debido al movimiento de turbulencia que provoca la aireación, aumentando la capacidad de 
incorporación de nutrientes. Este mismo fenómeno, en cuanto a los cambios morfológicos, también se 
ha observado en otras especies como Asparagopsis armata (Falkenbergia rufolanosa) cultivada en
efluentes de piscifactoría con alto N-NH4+ (Figueroa et al. 2008; Mata et al. 2010). 
La capacidad biofiltradora de especies de Gracilariales cultivadas en tanques, en sistemas 
terrestres de acuicultura integrada, ha sido estudiada recientemente por otros autores (Abreu et al. 
2011a; Gómez Pinchetti et al. 2011; Andayani et al. 2016; Liu et al. 2016). Los resultados del presente 
capítulo muestran que H. cornea puede actuar como un eficiente organismo biofiltrador de efluentes 
nitrogenados (N-NH4+) con valores de NUE de hasta 99% respecto a flujos de NH4+ de 24 L h-1.  
Las especies que son morfológicamente más simples y que presentan altas relaciones S/V 
muestran una tasa de absorción de N-NH4+ mayor (Taylor et al. 1998). Los valores de NUR nos dan 
una idea de la capacidad que tienen las distintas especies de eliminar o incorporar los nutrientes. Es 
relevante la evolución que siguió esta especie durante el experimento, puesto que, a pesar de seguir 
disponiendo de la misma cantidad de N entrante, la tasa de incorporación de N fue disminuyendo. Esto 
puede deberse a la estrategia que siguió esta especie, la cual capta el N en periodos donde no hay 
disponibilidad para poder así acumularlo en sus tejidos (tras 7 días en privación de N previo inicio del 
experimento) para posteriormente utilizarlo en situaciones limitantes.  
También, hay que tener en cuenta que no sólo la radiación y la disponibilidad de nutrientes son 
los únicos parámetros que afectan a una biofiltración eficiente, y no todas las especies absorben el N 
de la misma forma, siendo esta capacidad específica de cada especie (Korbee et al. 2004a; Gómez 
Pinchetti et al; 2011). La NUR observada en H. cornea para este estudio, es superior a la lograda con 
el cultivo de algunas Ulvaceas, como Ulva rotundata (1.45 g N m-2 d-1) (Mata & Santos 2003).
La NUE máxima se alcanza en los cultivos en exterior, en los que también se ha observado 
una mayor concentración de MAAs respecto a los cultivos que se sitúan en interior. Este resultado
sugiere que, a un flujo de NH4+ de 150 μM h-1, el N disponible en el medio procedente de los efluentes, 
se emplea preferentemente en la síntesis de MAAs, coincidiendo con lo observado por Figueroa et al. 
(2008) a f lujos de NH4+ menores a 10 μM h-1. Todo esto, unido a que la concentración de Chla y
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ficobiliproteínas también es mayor en las algas cultivadas en presencia de UVR, puede ser indicativo 
de que la radiación solar estimula la movilización del N disponible en el medio hacia la síntesis de 
compuestos nitrogenados con capacidad fotoprotectora (MAAs) y pigmentos (ficobiliproteínas y 
Chla). Se ha demostrado que la acumulación de MAAs puede inducirse por la UVR o por luz azul de 
forma directa, no viéndose afectada por la luz roja ni verde (Franklin et al. 2001; Korbee et al. 2005).
Esto sugiere la existencia de fotorreceptores específicos asociados a la síntesis de MAAs (Shick &
Dunlap 2002). Se ha observado más genéricamente que la luz azul estimula el metabolismo del N 
mediante la acumulación de Chla y ficobiliproteínas (Figueroa & Niell 1991) y la luz roja estimula el 
metabolismo del C y el crecimiento (Figueroa et al. 1995). Además, la acumulación de compuestos 
nitrogenados bajo luz azul, se encuentra relacionada con la estimulación de la incorporación de N 
(Figueroa 1996; Korbee et al. 2005). Por ello, no se descarta la existencia de una estimulación indirecta 
de la UVR sobre la acumulación de MAAs a través de fotorreceptores asociados a mecanismos de 
incorporación de N en H. cornea, como han demostrado otros autores en cianobacterias y algas rojas  
empleando iluminación policromática y monocromática (Sinha et al. 2001; Kräbs et al. 2002, 2004; 
Zhang et al. 2007). Es interesante destacar que solo resultó afectada la ficobiliproteína mas externa del 
ficobilisoma (ficoeritrina, FE), la cual puede ser desacoplada de este complejo supramolecular 
formando agregados en el citoplasma sirviendo así de reservorio de N (Talarico & Maranzana 2000). 
4.2. Fotosíntesis, productividad de biomasa y composición pigmentaria
En este estudio, H. cornea fue afectada por la disponibilidad de nutrientes, disminuyendo los 
valores de rendimiento cuántico máximo (Fv/Fm) a lo largo del tiempo, respecto a los valores iniciales, 
debido al N fundamentalmente. Este resultado puede interpretarse debido a que más más de la mitad 
del N total se destina a procesos bioquímicos relacionados con el aparato fotosintético (Makino &
Osmond 1991). De lo contrario, se observó un mayor aumento de la relación ETRmax/NPQmax en HN 
que en LN (tanto en el interior como en el exterior) ocasionado por el incremento en N.  Sin embargo, 
el ETRmax/NPQmax se mantuvo en valores prácticamente constantes (en los tratamientos con bajo N) 
respecto a los del tiempo inicial. Concentraciones bajas de N que no satisfarían los requerimientos en 
N de H. cornea pudiendo favorecer la reducción del tamaño de la antena fotosintética. Esta disminución 
del tamaño de PSII debido a esta causa ya ha sido reportada en plantas vasculares terrestres (Ballottari 
et al. 2007), pero se han realizado pocos estudios en macroalgas (Figueroa et al. 2014). Las 
disminuciones tanto de ETRmax/NPQmax y de Fv/Fm en algas cultivadas en bajo N también podría ser 
indicativo de fotoinhibición (Barufi et al. 2011) siendo la susceptibilidad a la fotoinhibición, mayor en 
las algas cultivadas con bajo N que en aquellos cultivadas con alta disponibilidad de N (Grassi et al. 
2001).  
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La eficiencia fotosintética (αETR) se mantuvo constante en todos los tratamientos respecto a los 
valores iniciales, hasta los 28 días donde hubo un incremento en este parámetro para los todos los 
tratamientos influenciados por el T y N. Los tratamientos con alto N mostraron una mayor eficiencia
fotosintética. De lo contrario, una disminución en el suministro de N, tal como se observa a partir de 
los valores del contenido interno de N, puede iniciar una cascada de eventos, incluyendo la regulación 
para la recolección de luz y la fijación de CO2, que redunde en una menor eficiencia fotosintética en 
algas (Geider et al. 1998). 
La alta contribución del Y(NPQ) a altas irradiancias, indica la existencia, en H. cornea, de un 
mecanismo regulado a intensidades más altas lo cual indica una alta capacidad fotoprotectora para 
disipar el excedente de energía luminosa en las primeras etapas del estrés nutricional (Klughammer &
Schreiber 2008) tal y como se observó en LN-G donde además, se observó que la contribución del 
Y(NO) es más alta. En intensidad 6 del fluorímetro Diving-PAM (317 µmol m-2 s-1), con el tiempo 
aumenta la contribución de Y(NO) lo cual que no ocurre en la intensidad 12 (2962 µmol m-2 s-1). Así 
pues, los cultivos con N en condiciones limitantes (LN) han perdido una parte significativa de su 
actividad fotosintética (ETRmax) al final del experimento, lo que causó una reducción sustancial en la 
productividad de biomasa. Los tratamientos con limitación de N mostraron menor Y (NPQ) y mayor 
Y (NO) que los tratamientos con alto N, lo que probablemente esté relacionado con menor actividad 
fotoprotectora y mayor disipación de energía térmica (Klughammer & Schreiber 2008).  
La tasa de transporte de electrones (ETR) está directamente relacionada con las tasas de 
evolución de O2 (Beer et al. 2000; Franklin & Badger 2001; Longstaff et al. 2002). Por consiguiente, 
el ETR ha sido ampliamente utilizado como un buen indicador de la productividad primaria. Así pues, 
respecto a la estimación de la productividad de la biomasa, en cuanto a los cultivos de macroalgas, no 
se dispone de información suficiente en la literatura sobre la comparación del ETR y la productividad 
de la biomasa (Runcie & Riddle 2012). Sin embargo, existe algo más de información en microalgas 
(Jerez et al. 2016). Obata et al. (2009) mostraron una relación lineal entre ETRr (relativo, sin considerar 
la absorptancia ni la absorción del PSII) y Chla en Chlorella vulgaris cultivadas bajo luz artificial en 
condiciones de laboratorio. Torzillo et al. (1998) presentaron una buena correlación entre la suma diaria 
de ETRr y la productividad de la biomasa de Spirulina platensis cultivada en fotobiorreactores al aire 
libre, ya que ambos parámetros mostraron el mismo porcentaje de variación. El presente estudio fue 
un paso adelante, mostrando los valores de la productividad de la biomasa estimados a partir de ETRmax
que es alcanzada en un ciclo diario. Esta productividad estimada de la biomasa (eBP) mostró una 
relación lineal con la productividad de la biomasa medida (mBP). En este caso, la eBP fue cercana a 
los valores medidos, siendo sólo 58 y 54% menores (pendientes = 0.42 y 0.46), para las semanas 1 y 5 
(días 7 y 35), expresado por tanques y por tratamientos. Esta subestimación hallada, concuerda con los 
resultados encontrados por Jerez et al. (2016) en Chlorella vulgaris cultivada a baja densidad (<1.5 g 
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PF L-1), donde se observó una pendiente de 0.42. Por el contrario, un aumento en la linealidad y una 
relación más cercana a la relación 1:1 ha sido demostrada en cultivos con alta densidad de biomasa, lo 
que indicaría que l os procesos fotosintéticos se mantuvieron estrechamente vinculados a la 
productividad de biomasa (Jerez et al. 2016). 
Por lo tanto, los resultados encontrados para H. cornea indicarían el acoplamiento existente 
entre la fotosíntesis y la productividad de la biomasa medida (mBP) (Falkowski & Raven 2013) aunque 
matizando que se pueden dar varias interpretaciones para explicar la baja correlación entre eBP y mBP.
La más aceptada podría ser explicada a través de la disminución significativa de la actividad 
fotosintética en respuesta a las altas irradiancias pudiendo conllevar posibles daños en el PSII, lo que 
conduciría a procesos alternativos en el ciclo de electrones. Estos podrían inducir un desacoplamiento 
entre el PSII y la evolución neta del O2 (Kromkamp et al. 2009; Ralph et al. 2010, Jerez et al. 2016).
Diferentes combinaciones de suposiciones han sido utilizadas por otros autores, principalmente 
enfocándose en comunidades naturales, para mostrar la correlación entre la evolución del O2 o las 
mediciones de la fijación de C, con las estimaciones correspondientes a partir del ETR. Sin embargo, 
a día de hoy no h ay ningún método único para hacer esta comparación y que sea universalmente 
aplicable o aceptado (Suggett et al. 2010).  
Para resumir, relaciones no lineales se caracterizarían por fenómenos de procesos no 
fotosintéticos que consumen electrones. Para las macroalgas, el ciclo de electrones alrededor de PSII 
y el amortiguamiento no fotoquímico en centros PSII, son procesos que probablemente contribuyen a 
la no linealidad observada aunque puedan existir otros procesos minoritarios que no contribuyan a 
mantener la linealidad (Gilbert et al. 2000; Franklin & Badger 2001; Longstaff et al. 2002; Suggett et 
al. 2010). Figueroa et al. (2003) demostraron en dos especies de Ulva (Chlorophyta) y en el alga roja 
Porphyra leucosticta que la relación entre fotosíntesis bruta (FB) y el ETR, no muestran una relación 
lineal, sino tangencial. La relación es lineal debajo de la irradiancia de saturación de la producción de 
O2 y la relación ETR/FB es 5 ( 5 electrones del PSII por mol de O2 producido) mientras que a 
irradiancias mayores de la EkETR de producción de O2, la proporción ETR/FB-O2 fue de 8-15, es decir 
que la producción de O2 se mantiene estacionaria mientras que el flujo de electrones incrementa. Este 
fenómeno se relacionó con procesos de consumo de O2 a irradiancias altas como la relación de Mehler 
asociado al PSI. Figueroa et al. (2003) propusieron no un modelo lineal de la relación entre ETR y FB 
sino un modelo tangencial que abarcase irradiancias por encima o por debajo de la irradiancia de 
saturación de la fotosíntesis (Ek). Flameling & Kromkamp (1998) también encuentra relaciones entre 
rendimientos de fluorescencia y de producción de O2 mayores del valor teórico de 5, en microalgas 
cultivadas en el laboratorio y fue atribuida a reacciones de consumo de O2 asociado al PSI (relación de 
Mehler) en fotofosforilación cíclica y actividades cíclicas también en el PSII. Lawrenz et al. (2013) 
analizaron las relaciones entre ETR y FB determinada por el método de fijación de C14 en microalgas 
Capítulo 4 
222 
 
de distintas aguas en un amplio número de campañas oceanográficas. Encontraron que la relación 
ETR/incorporación de CO2 en las microalgas marinas de distintas aguas, fue mayoritariamente mucho 
mayores del valor teórico de 5. La mayor parte de las muestras alcanzan valores en el intervalo de 8 a 
30. Este valor mayor que el teórico, se asoció a aguas con limitación de N y los valores más a próximos 
a 5 a aguas con niveles de N más altos. Así pues, la asimilación de N y la proporción ETR/FB parecen 
estar vinculadas.  
La concentración de Chla disminuyó  en los tratamientos de baja disponibilidad de N. La 
disminución de este pigmento en especies deficientes en N se acompaña generalmente de una 
disminución de la concentración de la enzima RuBisCo (Seemann et al. 1987). Por lo tanto, una parte 
de la disminución de la capacidad fotosintética que se produce con la deficiencia de N (encontrada en 
los tratamientos con LN) podría ser atribuida a la disminución de la cantidad de enzimas del ciclo de 
Calvin (Sugiharto et al. 1990). Además, considerando las algas crecidas en condiciones de N limitantes, 
la disipación térmica puede representar el 64-73% de la luz absorbida por la antena del PSII, mientras 
que en algas sin esta limitación, el rango estaría comprendido de entre 36-59% (Verhoeven et al. 1997). 
Así pues, en H. cornea, la fracción de luz absorbida en el PSII y utilizada en procesos fotobioquímicos 
disminuye con la deficiencia de N. Teniendo en cuenta que la fracción de luz absorbida por PSII en las 
algas rojas es baja (0.15) (Grzymski et al. 1997; Figueroa et al. 2003), este valor podría disminuir con 
la deficiencia de N pudiéndose observar una disminución de la relación ETRmax/NPQmax para H. cornea
en este estudio. 
Al igual que ocurre con los MAAs, como se verá más adelante, en condiciones de alta 
disponibilidad de N, la concentración de Chla y ficobiliproteínas fue incrementándose a lo largo del 
periodo de cultivo, respecto a los tratamientos con bajo N. Esto es debido fundamentalmente a que la 
alta disponibilidad de N incrementa la concentración en pigmentos fotosintéticos, proteínas solubles y 
N interno. Además, las ficobiliproteínas ejercen un rol adicional al servir como reservorio de N ante 
situaciones de estrés metabólico (Korbee et al. 2004a). De esta forma, cuando los organismos tienen 
limitación de este elemento, se produce la degradación de los ficobilisomas para emplearlo en otras 
prioridades celulares (Aráoz & Häder 1997). De lo contrario, bajos niveles de N en el cultivo reducen 
el contenido pigmentario total (Chla y ficobiliproteínas) así como el contenido en proteínas solubles, 
tal como la enzima RuBisCo, en diferentes algas (Beardall et al. 1991; Wulff et al. 2000). El contenido 
de ficobiliproteínas disminuye tanto en las cianobacterias (Boussiba & Richmond 1980, Müller et al. 
1997) como en las algas rojas (Talarico & Maranzana 2000), y en contraste, el alto suministro de 
nutrientes produce un rápido aumento de las ficobiliproteínas, alcanzando un 30-40% en cianobacterias 
(De Marsac & Houmard 1993). La proteólisis de las ficobiliproteínas, puede representar el 17.3% de 
las proteínas solubles de las algas rojas (Hernández et al. 1993), proporcionando a las células los 
aminoácidos y microelementos necesarios para su supervivencia en condiciones limitantes. Cuando los 
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organismos son privados de un nutriente esencial, los ficobilisomas comienzan a se r degradados 
específicamente (Aráoz & Häder 1997). Se ha sugerido que las ficobiliproteínas tienen dos funciones 
principales, servir de pigmento accesorio al cloroplasto para aumentar la capacidad de abs orción 
espectral y como proteínas de almacenamiento (Algarra & Rüdiger 1993, De Marsac & Houmard 
1993). En concreto, las ficobiliproteínas del orden Gracilariales, representan una gran reserva de N y
muchos estudios han demostrado que sus concentraciones están correlacionadas positivamente con la 
disponibilidad de N en este orden (Lapointe 1981; Lapointe & Duke 1984; Vergara et al. 1995; Jones 
et al. 1996). Además, cabe mencionar que Vergara et al. (1995) demostraron que la síntesis de 
ficobiliproteínas se estimula preferentemente con respecto a la síntesis de otras proteínas, en respuesta 
pulsos de N en Gracilariopsis lemaneiformis (Zubia et al. 2014). 
El rendimiento máximo de N (productividad de N), en H. cornea fue de 2 g N m-2 d-1 para los 
tratamientos con HN. Estas cantidades son superiores a otras especies estudiadas: Ulva rigida (1.4 g N 
m-2 d-1) (Mata & Santos 2003), Ulva lactuca (0.5 g N m-2 d-1) (Figueroa et al. 2009), Gracilaria conferta
(0.8 g N m-2 d-1) (Figueroa et al. 2010) pero inferiores a otras especies que también suscitan interés 
como biofiltros como Asparagopsis armata (2.7-5.9 g N m-2 d-1) (Schuenhoff et al. 2006). Gómez-
Pinchetti et al. (2002), reportaron valores mucho más altos, para H. cornea, crecida en efluentes de 
estanques de peces en tanques de 1000 L y 0.8 m de diámetro: 10.1 g N m-2 d-1 (algas cultivadas al aire 
libre) y 6.1 g  N m-2 d-1 (algas cultivadas de interior). El menor rendimiento de N en H. cornea
encontrado aquí puede ser explicado por la menor densidad de biomasa estudiada (9 g PF L-1) y por el 
tamaño empleado de los tanques (90 L) en comparación con el estudio anterior (1000 L). De acuerdo 
con la revisión de C/N entre algas marinas por Duarte (1992), H. cornea presenta uno de los contenidos 
más altos de N interno entre las algas estudiadas pero es menor que el mostrado por G. conferta en alto 
N-NH4+ de efluentes de peces (Figueroa et al. 2010).  
4.3. Carbohidratos, lípidos y proteínas 
Los compuestos provenientes del metabolismo primario como los carbohidratos, en H. cornea,
se incrementaron en condiciones de b aja disponibilidad de N  tal como se ha observado en otras 
macroalgas de los géneros Gracilaria y Gelidium (D’Elia & DeBoer 1978; Bird et al. 1982; Macler &
West 1987). Estas observaciones coinciden con el patrón inicialmente descrito por Neish et al. (1977) 
según el cual el contenido en carragenatos de Chondrus crispus aumentaba cuando era cultivada en 
aguas pobres en N. Este patrón, comúnmente llamado efecto Neish, establece una relación entre la 
disponibilidad de nutrientes, la calidad lumínica y la estimulación del metabolismo del C o del N: bajo 
limitación de N y radiación roja, el metabolismo es dirigido hacia la acumulación de polisacáridos, 
mientras que en condiciones ricas en N y bajo radiación enriquecida en luz azul, se acumula el N en 
compuestos de r eserva fácilmente movilizables como ficobiliproteínas (Figueroa & Niell 1991) o
MAAs (Korbee et al. 2004b; Nathalie Korbee et al. 2005; Huovinen et al. 2006). 
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Los factores abióticos como la luz y los nutrientes afectan la cantidad de lípidos totales y por 
ende, a la composición de ácidos grasos (AG) en algas (Thompson 1996). La composición de AG en 
respuesta a la alteración de la intensidad lumínica y calidad espectral ha sido mucho más estudiada en 
microalgas que en macroalgas, en relación con la producción de lípidos para piensos animales (dieta 
larvaria en acuicultura) y alimentación humana (Ulmann et al. 2017). En cuanto a las macroalgas, el 
efecto de la luz sobre la composición de AG ha sido estudiado sólo para unas pocas especies y estos 
estudios resultaron contradictorios (Floreto & Teshima 1998). En Gracilaria sp., el contenido de AG 
insaturados incrementó con el aumento de la intensidad lumínica (Levy et al. 1992), mientras que en 
Gracilaria verrucosa, disminuyó en altas irradiancias (Floreto et al. 1993; Imbs et al. 2001). Así pues, 
la composición lipídica de las macroalgas puede mostrar cambios durante la exposición a distintas 
intensidades lumínicas y composiciones espectrales, debido a que existe una estrecha relación entre los 
lípidos y los subcomplejos anclados al fotosistema dentro de las membranas de los tilacoides 
(Thompson 1996; Klyachko‐Gurvich et al. 1999). Por lo tanto, la radiación solar aumentó las 
concentraciones totales de lípidos, de ácidos grasos monoinsaturados (MUFAs) y ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs) de igual forma en baja o alta disponibilidad de N mientras que los ácidos 
grasos saturados (AGS) disminuyeron. Es sabido que la limitación de N, aumenta la concentración de 
lípidos en algas (Sharma et al. 2012), sin embargo, en H. cornea solo se observó incremento 
significativo debido a la exposición a la radiación solar. Esto indica que la exposición a UVR solar 
puede promover la formación de insaturaciones en esta especie. Normalmente se piensa que la 
exposición a UVR resulta en una reducción de los PUFAs. Esto podría explicarse en base a la 
peroxidación de lípidos o cambios en el metabolismo de los lípidos por exposición a PAB (Hessen et 
al. 1997), mientras que el aumento en las concentraciones de AG, bajo alta exposición de UVR, indica 
una degradación oxidativa de los lípidos totales para formar ácidos grasos libres (Skerratt et al. 1998).
También hay otras explicaciones para la reducción de los PUFAs que enlazan con una serie de 
mecanismos celulares. Durante la biosíntesis de ácidos grasos, el proceso de alargamiento de la cadena 
e insaturación requiere una gran cantidad de ATP comparado con el requerido para la producción de 
AGS y de MUFAs (Thompson et al. 1990). Por lo tanto, parece probable que un suministro limitado 
de ATP puede ser la causa de la disminución de las concentraciones de todos los ácidos grasos 
insaturados de cadena larga. Debido a que UVR restringe (pero no inhibe completamente) la 
producción de ATP (Vosjan et al. 1990; Goes et al. 1994), esta reducción en el suministro de ATP 
probablemente podría explicar la disminución selectiva en la producción de PUFAs en algas expuestas 
a UVR. También, el grado de insaturación de AG, ha sido considerado como uno de los factores más 
importantes que controlan la fluidez y funcionalidad de las membranas del cloroplasto por lo que es 
posible suponer que los cambios en el contenido de AGs y su relación son necesarios para el reajuste 
de la estructura de las membranas de los cloroplastos de H. cornea para proporcionar el que ocurra el 
proceso fotosintético eficientemente bajo irradiancias variables (Khotimchenko & Yakovleva 2005). 
Sin embargo, en H. cornea, cultivada bajo radiación solar, el contenido en ácidos grasos con 
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insaturaciones aumenta considerablemente disminuyendo la cantidad de AGS. Además, el ácido 
palmítico, un ácido graso contenido en la biomasa, se redujo en un 32% ciento por los tratamientos 
empleados. Este AG se ha reportado recientemente como inductor de la metástasis (Pascual et al. 2016) 
por lo que convendría que no es tuviera presente en alimentos para consumo humano o animal. La 
relación ω6/ω3, fundamental para una correcta actuación de estos AG en la salud humana, se mejora 
también por influencia de los tratamientos aproximándose a 1-2:1 (Simopoulos 2002, Simopoulos &
DiNicolantonio 2016). La composición de AGs en el pool total de lípidos se encuentra influenciado 
por cambios dependientes de la luz (Guschina & Harwood 2006).  
El contenido en proteínas para H. cornea, se incrementó alcanzando valores más altos bajo alta 
disponibilidad de N y bajo UVR solar, tal como se ha reportado en este género por otros autores 
(Aandira et al. 1999; Figueroa et al. 2012; Vo et al. 2015). La alta disponibilidad de nutrientes resulta 
indispensable para la reparación del daño inducido por UVR y para el suministro de energía en forma 
de ATP necesario para la resíntesis de proteínas dañadas (Murata et al. 2007). Tanto el N como el P en 
alta disponibilidad, han demostrado ser eficaces en la reducción de los daños relacionados con UVR
(Shelly et al. 2005) y para acelerar la reparación celular (Heraud et al. 2005; Xu & Gao 2009). Estos 
mismos resultados han sido observados para las especies estudiadas en los Capítulos 2 y 3 de esta 
presente Tesis Doctoral. Cabe destacar que los aminoácidos esenciales estudiados en Gracilaria sp. 
presentan un alto valor biológico (parecido al huevo usado como referencia en nutrición) lo cual 
implica que los aminoácidos esenciales presentes las proteínas de este género, son idóneos como de 
nutrientes tanto en alimentación humana como animal (Norziah & Ching 2000). 
4.4. MAAs 
Al producirse una mayor síntesis de compuestos nitrogenados con rol fotoprotector y 
antioxidante en presencia de N-NH4+ en el medio, H. cornea presenta una mayor capacidad de 
fotoprotegerse ante esta radiación y ante el daño oxidativo permitiendo así mantener el rendimiento 
fotosintético en niveles óptimos. Esta relación entre el aporte de NH4+ y el rendimiento fotosintético 
ya ha sido previamente estudiada por Korbee et al. (2005, 2006) en distintas especies de Porphyra 
observándose una menor caída del rendimiento fotosintético en las algas cultivadas con alta 
disponibilidad de N. Esto apoya el papel fotoprotector de los MAAs en H. cornea, ya que, las algas 
cultivadas en efluentes emulados al final del experimento (a los 35 días) tienen una concentración de 
MAAs de aproximadamente 16 veces más alta que las algas mantenidas en los tanques de stock. 
Recientemente, se ha demostrado el rol fotoprotector de los MAAs sobre el PSII en especies sometidas 
a UVR, los cuales contribuirían a mantener la integridad fotosintética evitando el daño inducido por 
UVR (Taira & Taguchi 2017). 
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En macroalgas rojas, la proporción de los distintos tipos de MAAs, cuando se estimula la 
síntesis de éstos, puede variar en cuestión de días (Karsten et al. 1998; Franklin et al. 1999). Se han 
observado cambios recíprocos en las concentraciones de Shinorine y Palythine en l a macroalga 
Chondrus crispus y en el coral Stylophora pistillata (Shick & Dunlap 2002). Este mismo patrón se 
observó en H. cornea para este estudio, donde las cantidades de MAAs fluctuaron a lo largo del tiempo 
y en base al tratamiento experimental recibido. Por otro lado, las diferencias en la tasa de 
fotodegradación de los distintos MAAs parecen estar relacionadas con las características químicas de 
los radicales que componen la molécula de los 3 tipos de MAAs más predominantes encontrados en 
H. cornea al final del experimento (Palythinol, Shinorine y Porphyra-334). Estos MAAs poseen una 
estructura química más sencilla y presentan una menor tasa de fotodegradación (Whitehead & Hedges 
2005). Se propone que éste sea el motivo por el que se detecta un incremento en la concentración de 
palythinol en algas cultivadas en presencia de UVR y alta disponibilidad de N.  
Como ya se ha mencionado, la mayor acumulación de MAAs se produce en presencia de UVR 
y aporte elevado de N al medio, alcanzándose un valor máximo de 5.1 mg MAAs g-1 de PS, valor 
superior al encontrado en otros estudios con esta misma especie pero inferior al hallado en especies del 
género Porphyra. El género Porphyra muestra tasas de crecimiento altas y su biomasa posee un alto 
valor económico debido a su uso en alimentación. No obstante, su ciclo de vida no es suficientemente 
conocido aún como para poder mantener cultivos anuales de la fase vegetativa (Neori et al. 2004) por 
lo que su uso como organismo biofiltrador está actualmente siendo estudiado (Kang et al. 2014; Silva 
et al. 2015; Wu et al. 2015). Gracilaria es un género ampliamente usado con fines biotecnológicos ya 
que su tecnología de cultivo es ya conocida. Su capacidad de incorporar nutrientes se encuentra entre 
las más altas (Andayani et al. 2016; López 2017). Por ello, a pesar de que el contenido en MAAs de 
Porphyra es considerablemente mayor al de Gracilaria, ésta última sigue presentándose como una 
mejor opción para el cultivo en sistemas de acuicultura multitrófica integrada. En el Capítulo 1 de esta 
Tesis Doctoral, se evaluó también el contenido de H. cornea sin ser sometida a ningún tratamiento 
experimental, encontrándose valores de 0.2 mg MAAs g-1 PS, posteriormente, en el Capítulo 2, bajo 
un tratamiento UVR próximo al solar y alta disponibilidad de nutrientes (150 µM de N-NH4+), se elevó 
el contenido a 1 mg MAAs g-1 PS, lo cual pone de manifiesto la capacidad inductora de esta especie 
cuando es sometida a UVR con alta disponibilidad de nutrientes. Por tanto, esta especie puede ver 
incrementado su contenido de MAAs (mg g-1 PS) en 25 veces respecto a las condiciones normales 
empleando tratamientos fotorreguladores en un ambiente de alta disponibilidad de nutrientes. 
La eficiencia de un sistema de cultivo se basa en el mantenimiento de los stocks de las especies 
cultivadas considerando sus respectivos requerimientos de agua y nutrientes (fundamentalmente N y 
P) y el rendimiento de la sustancia de interés, en este caso los metabolitos que se pretendan obtener. 
Desde un punto de vista biotecnológico interesa maximizar la productividad de MAAs (mg MAAs m-
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2 d-1), es decir no es el contenido de MAAs (mg g-1 PS) sino el producto del contenido celular de MAAs 
por la productividad de l a biomasa (g PS m-2 d-1). La productividad de MAAs en H. cornea bajo 
radiación solar y condiciones de cultivo empleadas en este estudio es similar o mayor al reportado en 
otras especies crecidas también en efluentes de piscifactoría o con niveles alto de N-NH4+ como en este 
trabajo (Tabla 4.10).
Tabla 4.10. Composición de aminoácidos tipo micosporina (MAAs) y productividad de MAAs en 
especies de rodófitas
MAAs Productividad
Especies mg g-1 PS mg MAAS m-2 d-1 Referencias
Asparagopsis armata 1.3-2.7 115.7-142.8 (Figueroa et al. 2008)
Gracilaria conferta 0.5-2.4 7.0-37.2 (Figueroa et al. 2010)
Hydropuntia. cornea 1.0-2.4 5.6-12.9 (Figueroa et al. 2012)
Gracilaria vermiculophylla 0.4-3.5 5.3-106.1 (Barceló-Villalobos et al. 2017)
*Hydropuntia cornea 1-5 113-253 Álvarez-Gómez (este estudio)
*Hydropuntia cornea evaluada en este capítulo. 
 El rendimiento promedio máximo, se obtuvo en el caso de los cultivos en exterior con aporte 
de NH4+. En cualquier sistema de acuicultura existen ciclos diarios de alimentación/excreción de los 
peces, es por ello que en este proyecto se utilizó un flujo de N constante a lo largo del día ajustado a 
10-150 μM h‐1. No obstante, en este estudio no se han evaluado la NUE y la NUR a lo largo de la noche 
o en situaciones de escasa radiación que pudieran tener lugar de forma puntual afectando a la 
fotosíntesis, por lo que una monitorización de estas variables en estas condiciones sería de gran utilidad 
a la hora de establecer los mecanismos de control de la producción de peces y del cultivo de las 
macroalgas. 
Una de las sustancias que más “poder antioxidante” otorga a las distintas divisiones algales, 
son los compuestos fenólicos (Fernando et al. 2016). Mediante los análisis ANOVA no se observaron 
diferencias significativas para las variables T, L y N en cuanto a su contenido. Sin embargo, a través 
del análisis RDA, se observó, significativamente, una relación de estos compuestos respecto a la UVR 
y los nutrientes. Numerosos autores han encontrado correlación entre el aumento de la UVR y el N con 
la producción de compuestos fenólicos (Stowe & Osborn 1980; Ilvessalo & Tuomi 1989; Cabello-
Pasini et al. 2011). Los compuesto fenólicos, caracterizados comúnmente como compuestos 
producidos como resultado de una condición estresante, están implicados en los mecanismos de 
fotoprotección frente a UVR (Freile-Pelegrın & Robledo 2014), por lo tanto, niveles más altos de 
antioxidantes son de vital importancia para soportar el estrés fotooxidativo provocado por una 
capacidad de utilización de energía reducida (Okamoto et al. 2001). La investigación sobre las 
concentraciones de compuestos fenólicos de algas ha demostrado que estos compuestos varían según 
la estación, el hábitat y los factores ambientales locales como la salinidad, temperatura, CO2, UVR, 
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irradiancia PAR y disponibilidad de nutrientes (Hemmi & Jormalainen 2002; Svensson et al. 2007; 
Celis-Plá et al 2014, 2016, 2017).
Respecto a la capacidad antioxidante llevada a cabo por los mecanismos antioxidantes 
enzimáticos, se ha demostrado que la exposición a UVR induce la actividad de superóxido dismutasa 
(SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) en algas (Lesser 1996; Malanga et al. 1997; 
Kannaujiya & Sinha 2017). Sin embargo, en H. cornea, solo se observaron valores más altos de SOD 
en la primera semana de experimentación para los tratamientos con baja disponibilidad de nutrientes y 
bajo radiación solar. Los niveles de CAT se también se redujeron al igual que SOD. Este descenso en
los niveles de CAT concuerda con los resultados obtenidos por Kannaujiya & Sinha, (2017) para el 
alga verde Chlorococcum sp. Solamente APX, GR y GPX se vieron afectadas a lo largo del tiempo por 
efecto interactivo del tiempo, la radiación y la disponibilidad de nutrientes. Los niveles de APX si se 
vieron aumentados en los tratamientos para la biomasa cultivada en alta disponibilidad de nutrientes 
bajo radiación solar para la última semana de experimentación (35 d). Por último, las peroxidasas 
totales (POX), aumentaron en todos los tratamientos aunque no fue significativo estadísticamente. Por 
lo tanto, los sistemas antioxidantes que se incrementan en H. cornea, deberían desempeñar un papel 
vital en la protección esta especie contra el daño causado por los radicales libres generados en primera 
instancia por un estresor. Debido a los resultados obtenidos, no queda clara una evidencia entre la 
relación existente entre los nutrientes, la radiación UVR solar y el tiempo en el sistema enzimático de 
H. cornea.
El contenido de antioxidantes totales (enzimáticos y no enzimáticos) se evaluó con el método 
ampliamente utilizado, el ensayo ABTS (Re et al. 1999), el cual proporciona una visión general e 
integradora, además de los efectos sinérgicos, de la defensa antioxidante que opera en H. cornea debido 
a las variables objeto de estudio para este experimento. La capacidad antioxidante total de H. cornea,
aumentó considerablemente en todos los tratamientos desde los valores iniciales de 10.4 hasta valores 
máximos de 68.5 µmol TEAC g-1 PS (6 veces más) como consecuencia de la disponibilidad de 
nutrientes y de la evolución del estrés acumulado a lo largo del tiempo. El análisis RDA, al igual que 
el análisis ANOVA reveló que, de las variables dependientes estudiadas, el N explicaba este aumento.  
4.5. Síntesis de la discusión 
Schuenhoff et al. (2003) desarrollaron un modelo para el escalado de un sistema de acuicultura 
integrada basado en el cultivo de Sparus aurata y Falkenbergia rufulanosa. Según este modelo, con 
un área de biofiltración de 28 m-2, se obtenía una productividad de biomasa de 6.1 kg PF d-1 y una 
eficiencia de biofiltración del 50% de los efluentes generados diariamente por 1 tonelada de S. aurata 
. No se han descrito aún modelos de escalado de sistemas de acuicultura integrada en los que H. cornea 
sea la especie biofiltradora, pero como una primera aproximación, se presentan la eficiencia de 
Efectos interactivos de la radiación solar y los nutrientes en H. cornea
229
 
biofiltración y el rendimiento de la biomasa que se obtendrían si el área de biofiltración fuese 28 m-2,
siendo por ello los tanques de mayor capacidad a los utilizados en los experimentos de esta Tesis 
Doctoral. Es preciso considerar que los datos de productividad presentados, están referidos al flujo de 
entrada de nutrientes). En sistemas a escala real este flujo es mucho mayor y no sería constante,
dependiendo de la excreción de N-NH4+ por los peces a lo largo de un ciclo diario. Por lo tanto, estos 
valores de productividad se incrementarían dentro de unos límites. 
 Es necesario abordar, que la alta acumulación de biomasa en los tanques puede tener 
consecuencias bio-ópticas en el cultivo de H. cornea debido a efectos de sombreado que puedan 
originarse, con la consiguiente disminución de la penetración de la luz. Por lo tanto, se precisa estudiar 
las necesidades de aireación e hidrodinamismo de H. cornea en tanques de más capacidad (> 90 L) 
para optimizar el cultivo de esta especie y mantener las condiciones óptimas de cultivo logradas en 
este estudio. El suministro de nutrientes y la radiación solar completa (presencia de UVR) tienen un 
efecto positivo sobre la tasa fotosintética (ETRmax) en H. cornea. La disminución en la productividad 
de biomasa a pesar del aumento de la actividad fotosintética y la tasa de captación de N, se explica 
debido a que las algas, a través del tiempo, podrían invertir más energía en acumulación de metabolitos 
(carbohidratos y compuestos antioxidantes) que en crecimiento. En cualquier caso, la mayor 
acumulación de carbohidratos y la actividad antioxidante se observó en los tratamientos asociados a 
las mayores condiciones de estrés, es decir LN y cultivo bajo radiación solar. Como era de esperar, el 
bajo suministro de N conlleva una mayor eficiencia de uso (NUE) el cual disminuyó, pero el NUR fue 
justamente a la inversa. Las algas crecidas en efluentes simulados de piscifactoría muestran una alta 
tasa de biofiltración de N inorgánico y una acumulación de compuestos nitrogenados, como sustancias 
fotoprotectoras y antioxidantes, como los MAAs (Figueroa et al. 2012) y compuestos carbonados para 
usos nutricionales o la producción de bioenergías. En este estudio, la actividad antioxidante fue mucho 
mayor que la reportada en otras algas marinas (Matanjun et al. 2008. Así pues, los valores más altos 
de los compuestos de interés que se alcanzaron de forma máxima, quedan recogidos en la Tabla 4.11.
Las niveles más altos de proteínas, Chla, ficobiliproteínas, MAAs, compuestos fenólicos, Omega-3 y 
Omega-6, entre otros se alcanzaron en cultivos con alta disponibilidad de N pero según el compuesto 
de su productividad fue mayor dependiendo de si fue cultivada dentro (invernadero con radiación 
natural filtrada) o fuera (al sol con radiación natural). Por el contrario los carbohidratos y lípidos se 
acumularon preferentemente en baja disponibilidad de N y en condiciones de radiación solar natural.
La mayor parte de los compuestos alcanzaron su máxima acumulación en los últimos periodos de 
cultivo (35 d) 
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Tabla 4.11. Valores máximos para las variables dependientes estudiadas respecto a los tratamientos 
y tiempo en el que se alcanza durante el experimento.
Variable Valores máximos Tratamiento Día de cultivo
NUE (%) 98.6 ± 0.3 LN-G, LN-O 7
NUR (mmol N m-2 h-1) 38.4 ± 5.7 HN-O 14
Proteínas (% PS) 24.9 ± 0.4 HN-G 35
Lípidos (% PS) 3.9 ± 0.3 LN-O 35
Carbohidratos (% PS) 49.6 ± 9.4 LN-O 28
Chla (µg g-1 PS) 443.9 ± 32.9 HN-G 28
Carotenoides  (mg g-1 PS) 162.4 ± 10.1 HN-G 28
FC (mg g-1 PS) 1.2 ± 0.3 LN-O 21
FE (mg g-1 PS) 5.3 ± 0.9 HN-G 28
MAAs  (mg g-1 PS) 5.2 ± 0.5 HN-O 35
Compuestos fenólicos (mg g-1 PS) 55.9 ± 10.8 HN-O 35
PUFAS (%) 32.9 ± 9.4 HN-O 35
Omega-3 (%) 24.6 ± 2.0 LN-G 7
Omega-6 (%) 77.2 ± 1.5 HN-O 35
Omega-6/Omega-3 (ω6/ω3) 1.4 ± 0.2 LN-O 7
ABTS (µmol TEAC g-1 PS) 21.3 ± 1.8 HN-G 35
La realización de un estudio económico detallado del sistema de ac uicultura multitrófica 
integrada por H. cornea propuesto en esta Tesis Doctoral es compleja debido a la gran cantidad de 
variables (biológicas de cada especie, económicas, sociales y medioambientales) a tener en cuenta. En 
una primera aproximación, se pueden mencionar como factores claves a considerar en este estudio, el 
coste de la tierra, la energía y la mano de obra (fundamentales en cualquier estudio económico). Para 
el cultivo exitoso de esta especie, es necesario tener acceso a agua de mar constante mediante flujos 
abiertos los cuales tienen un coste energético asociado (fundamentalmente por consumo de bombas 
hidráulicas). También, se han de tener en cuenta los costes referentes al mantenimiento de las 
instalaciones o costes derivados del cumplimiento de la normativa vigente relacionada con las 
actividades acuícolas. Además de esto, entre otros muchos factores, hay que destacar el esfuerzo de 
marketing necesario para lograr rentabilidad económica en los productos algales obtenidos a partir de 
este sistema y debe existir una demanda de mercado para los bioproductos producidos. 
5. Conclusiones 
Los resultados presentados en este capítulo de la presente Tesis Doctoral, ponen de manifiesto 
que la especie H. cornea puede ser empleada como biofiltro para la eliminación de N (NH4+)
mostrándose como una especie de gran interés para ser utilizada en sistemas de acuicultura integrada 
ya que, además, permite el uso de su biomasa como fuente de sustancias de interés económico. De esta 
forma, en el presente estudio, se ha propuesto como una especie con una alta eficiencia de biofiltración 
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de N y rendimiento de productividad de compuestos bioactivos. Los resultados positivos obtenidos en 
este estudio dejan abierta la posibilidad de realizar ensayos posteriores que permitan el diseño de un 
modelo más óptimo para el escalado del sistema con fines comerciales. H. cornea puede actuar como 
un eficiente biofiltrador de N-NH4+ alcanzando valores de NUE cercanos al 100%, siendo este valor 
máximo (99%) cuando el cultivo recibe UVR manteniendo una productividad fotosintética óptima. Se 
reconoce que las técnicas de fluorescencia no pueden suplantar las técnicas basadas en carbono o 
basadas en el intercambio de gases para medir la productividad, debido en parte a su incapacidad de 
explicar la respiración y por las razones explicadas anteriormente. Sin embargo, sugerimos un enfoque 
basado en la fluorescencia como el descrito aquí puede proporcionar un proxy útil para la 
productividad. 
La mayor acumulación de compuestos bioactivos se produce en los tratamientos con alta 
disponibilidad de NH4+ en el medio y en presencia de UVR por lo que se refuerza la tesis sobre el 
efecto estimulador de esta radiación sobre el metabolismo del nitrógeno. La UVR y la disponibilidad 
de N en el medio afectan a la proporción de los tipos de MAAs encontrados en H. cornea. La 
productividad de compuestos bioactivos alcanzada fue alta respecto a otras especies ya estudiadas. Esto 
abre la posibilidad de e xplotación de la biomasa de H. cornea para la extracción de compuestos 
bioactivos, entre los que destacarían los MAAs de gran interés cosmecéutico. Los tratamientos 
empleados producen una estimulación tanto de los sistemas antioxidantes enzimáticos como de los 
sistemas no enzimáticos. La síntesis de compuestos con capacidad antioxidante dota a esta especie de 
una alta capacidad de detoxificación derivada de los estresores UVR y de la baja disponibilidad de N 
en el medio. Las tratamientos experimentales también tuvieron repercusión sobre el metabolismo 
lipídico de H. cornea. Estos resultados evidencian que esta especie es capaz de regular el metabolismo 
de los lípidos dependiendo de las condiciones lumínicas modificando el contenido de lípidos totales y 
la composición de los ácidos grasos (aumento del número de insaturaciones). 
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Ensayos de citotoxicidad e inmunológicos en extractos 
algales de Hydropuntia cornea y Gracilariopsis longissima
(Rhodophyta)  
 
 
1. Resumen 
En el Capítulo 5, se estudió la citotoxicidad y la capacidad inmunológica de extractos acuosos 
concentrados por rotavaporación de dos de las algas que presentaron la mejor bioactividad en los 
extractos: H. cornea (Capítulos 1, 2 y 4 ) y G. longissima (Capítulos 1, 2 y 3). Este estudio fue 
diseñado para evaluar el uso potencial de los extractos en cosmecéutica y sobre la bioseguridad de los 
extractos. La toxicidad de los extractos fue evaluada mediante el ensayo MTT, el cual se basa en la 
reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol por acción de la 
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. Este ensayo se realizó in vitro en tres líneas celulares: 
una relacionada con el sistema inmunológico, (mácrofagos murinos del sistema inmunitario: RAW 
264.7), y dos con líneas celulares humanas relacionadas con la piel (fibroblastos gingivales, HGF; y 
queratinocitos humanos inmortalizados, HaCaT). Ambos extractos no mostraron actividad citotóxica 
en células humanas (HaCaT y HGF), aunque sí mostraron citotoxicidad en células murinas tumorales 
del sistema inmune (macrófagos RAW 264.7), por lo que su uso en productos cosméticos en relación 
con la salud y seguridad, queda en gran parte garantizado. Por otro lado, se estudió la actividad 
inmunológica en macrófagos murinos RAW 264.7 a una concentración menor de 100 µg mL-1 y más 
baja que el EC50, mediante la producción de compuestos pro-inflamatorios a través de un ensayo por 
inmunoabsorción ligado a enzimas como el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) o anti-
inflamatorios/proinflamatorios como la interleucina-6 (IL-6). Los r esultados mostraron que los 
extractos de H. cornea y G. longissima indujeron de forma exponencial la biosíntesis de ambos. La 
producción de TNF-α fue mucho más alta que la observada en el control (lipopolisacárido bacteriano, 
LPS) cuando la concentración de los extractos acuosos empleados fue mayor de 5 µg mL–1. Estos 
resultados indican por primera vez que los extractos de H. cornea y G. longissima inducen activamente 
la producción de citoquinas. En consecuencia, el objetivo de este estudio fue caracterizar los extractos 
de H. cornea y G. longissima para evaluar su efecto sobre la síntesis de citoquinas por los macrófagos, 
y la toxicidad celular (citotoxicidad) en tres líneas celulares (RAW 264.7, HGF y HaCaT) y así 
establecer posibles roles como potenciales inmunomoduladores.
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2. Material y métodos 
En este capítulo, se planteó la realización de ensayos in vitro para el estudio de los efectos 
citotoxicológicos e inmunomoduladores de los extractos de H. cornea y G. longissima. Para ello, 
primeramente se obtuvieron extractos de H. cornea y G. longissima mediante extracción con un 
solvente acuoso (H2Od) de acuerdo a la metodología descrita en e l Capítulo 1. A partir de estos 
extractos liofilizados, se pesaron 20 mg y se disolvieron en medio de cultivo DMEN. Posteriormente, 
se realizaron diluciones seriadas (hasta alcanzar una dilución 1:512) con la finalidad de estudiar los 
efectos de la concentración de los extractos algales en la viabilidad celular mediante el ensayo MTT y
en tres líneas celulares empleadas: RAW 264.7, HGF y HaCaT. Para estudiar la capacidad 
inmunomoduladora de los extractos, se realizaron los inmunoensayos para las citoquinas TNF-α y IL-
6), utilizando los mismos extractos de H. cornea y G. longissima, pero a una concentración mil veces 
más baja (0-100 µg mL-1) (ver Material y métodos generales, Ep. 17). 
3. Resultados 
3.1. Ensayos de citotoxicidad 
La prueba de viabilidad celular mediante la incubación de las líneas celulares en una solución 
de MTT, previa incubación de dichas células durante 72 h a los extractos algales, determinó el grado 
de afectación causado por los extractos algales. Basándose en este ensayo, se observó que en las células 
de macrófagos (RAW 264.7) después de 72 h de incubación con los extractos, se obtuvieron valores 
de toxicidad celular expresada como EC50 de 0.41 y 0.12 mg mL-1 para G. longissima y H. cornea,
respectivamente (Tabla 5.1; Figura 5.1).
Tabla 5.1.  Resumen para los valores de EC50 en las diferentes líneas celulares estudiadas. En HaCaT 
no se encontró toxicidad para los extractos de G. longissima
EC50 (mg mL-1)
Especies RAW 264.7 HGF HaCaT
G. longissima (Gl) 0.41 4.2 -
H. cornea (Hc) 0.12 250.7 259.5
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Figura 5.1. Efecto de los extractos acuosos de Hydropuntia cornea (Hc) y Gracilariopsis longissima
(Gl) en la viabilidad celular (citotoxicidad) de la línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7. Las 
células fueron tratadas con diferentes concentraciones de extracto (0–10 mg mL-1) durante 72 h y  
evaluadas mediante el ensayo MTT.  
Los resultados sobre la citotoxicidad de los extractos algales frente a la línea celular de 
fibroblastos humanos (HGF) a través del ensayo de MTT se muestran en la Tabla 5.1. Basándose en 
los datos obtenidos, se concluyó que 4.2 mg mL-1 de extracto de G. longissima y 250.7 mg mL-1 de 
extracto de H. cornea mostraron efectos significativos en la integridad celular (Tabla 5.1. Figura 5.2).
Figura 5.2. Efecto de los extractos acuosos de Hydropuntia cornea (Hc) y Gracilariopsis longissima
(Gl) en la viabilidad celular (citotoxicidad) de la línea celular HGF- fibroblastos gingivales. Las células 
fueron tratadas con diferentes concentraciones de extracto (0-10 mg mL-1) durante 72 h y evaluadas 
mediante el ensayo MTT. Los ensayos se realizaron por triplicado y se expresaron como SE de la 
media. 
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Figura 5.3. Fibroblastos gingivales (HGF) empleados en el estudio observados al Fotomicroscopio 
Nikon Eclipse Ti (cámara DS-R12).  (A: 10x, B: 20x) y en placa el primer día de cultivo (C: 4x)  y a 
los tres días (D: 10x). 
En la línea celular HaCaT, mediante el ensayo de MTT no se observaron efectos biológicos en 
las células incubadas con G. longissima, mientras que en H. cornea se observó que 259.5 mg L-1 de 
extracto mostraron una reducción de la viabilidad celular del 50%, en esta línea celular (Tabla 5.1. 
Figura 5.4) 
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Figura 5.4. Efecto de los extractos acuosos de Hydropuntia cornea (Hc) en la viabilidad celular 
(citotoxicidad) de la línea celular HaCaT- queratinocitos humanos. Las células fueron tratadas con 
diferentes concentraciones de extracto (0-10 mg mL-1) durante 72 h y evaluadas mediante el ensayo 
MTT. Los ensayos se realizaron por triplicado y se expresaron como SE de la media. 
Figura 5.5. Queratinocitos humanos (HaCaT) empleados en el estudio observados al Fotomicroscopio 
Nikon Eclipse Ti (cámara DS-R12).  (A: 10x, B: 20x). 
3.1. Inmunología 
La síntesis y acumulación de citoquinas se incrementó como una respuesta al incremento de la 
concentración de extracto de H. cornea y G. longissima donde la sensibilidad del método fue de 4 pg 
mL-1. El control para LPS (lipopolisacárido bacteriano inductor del sistema inmune) en TNF-α fue de 
23.8 ± 7.8 y en IL-6 de < 4 pg mL-1. Se observó un incremento exponencial de 11 veces más de TNF-
α a medida que la concentración de los extractos se incrementó de 0 a 100 μg mL-1 en G. longissima,
y de 12 veces más en H. cornea (Fig. 5.6A). La producción de TNF-α fue significativamente más alta 
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que la del control cuando la concentración de los extractos de ambas especies, fue mayor que 5 µg mL–
1. De manera similar a la tendencia del TNF-α, los niveles de IL-6 se incrementaron linealmente de 50 
a 100  µg mL–1 en G. longissima, mientras que en H. cornea, se observó un incremento lineal pero con 
muy baja pendiente a estas mismas concentraciones de extracto (Fig. 5.6B).  
Figura 5.6. Concentración del factor de necrosis tumoral (TNF-α) sintetizada por los macrófagos 
RAW (pg mL-1) (A) y producción de interleucina-6 (IL-6 pg mL-1) por los macrófagos RAW (B) 
expuestos a diferentes concentraciones de extractos de H. cornea y G. longissima. Los s ímbolos 
representan el promedio de tres muestras ± SE. Las barras de error no mostradas son más pequeñas 
que los símbolos. 
4. Discusión 
Para el estudio de la citotoxicidad de los extractos, se emplearon concentraciones mayores a 
las empleadas en la bibliografía (mg mL-1 respecto a µg mL-1) con la finalidad de establecer un valor 
de citotoxicidad más realista para posteriores usos potenciales de dichos extractos en productos 
biotecnológicos (Kazłowska et al. 2010). 
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4.1. Viabilidad celular 
La reducción del MTT depende de las enzimas oxidorreductasas mitocondriales dependientes 
de NADPH (Berridge & Tan 1993; Berridge et al. 2005) lo que es indicativo del estado fisiológico. 
Por lo tanto, la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán (metabolito de la 
degradación del MTT) producido (Van Meerloo et al. 2011). En este estudio, los extractos de H. cornea
y G. longissima tuvieron un efecto citotóxico a bajas concentraciones sobre las células RAW 264.7 
medido mediante el ensayo MTT. A estas especies algales, se les atribuye altos contenidos en varios 
compuestos fenólicos halogenados (Kladi et al. 2004) los cuales podrían poseer capacidad citotóxica 
en algunas líneas celulares presentando capacidad antioxidante, antimicrobiana, anticancerígena y 
antidiabética (Liu et al. 2011), además de los MAAs los cuales presentan efectos protectores contra la 
apoptosis inducida por UVB y la fragmentación del ADN a través de la modulación de las caspasas 
(Suh et al. 2017).
En un estudio donde se emplearon extractos acuosos de Gracilaria corticata por su probable 
actividad antitumoral frente a las líneas celulares Jurkat y molt-4 (líneas celulares leucémicas 
humanas), se observó una buena actividad contra la replicación de las células tumorales. La 
concentración más eficaz contra Jurkat y las células molt-4 fue de 9.3 y 9.7 mg mL-1 respectivamente 
por lo que concluyeron que el extracto de esta especie no mostró un efecto citotóxico considerable 
contra las células molt-4 pero sí se demostró su efecto citostático en cuanto a la inhibición en el 
desarrollo y multiplicación de las células tumorales. El número de células senescentes relacionadas 
con las células Jurkat fue mayor que las células molt-4.  
Con respecto a la viabilidad celular observada en fibroblastos gingivales humanos HGF, se 
observaron diferencias entre los efectos citotóxicos originados por los extractos. G. longissima tiene 
un efecto citotóxico alrededor de 59 veces mayor que H. cornea en lo que a valores de EC50 respecta. 
Las algas rojas de este estudio, debido a su alta concentración y productividad de  en aminoácidos tipo 
micosporina (MAAs), resultan interesantes para uso en cosméticos. Así pues, la viabilidad celular y la 
toxicidad en líneas celulares relacionadas con las dermis, son criterios críticos para la evaluación de 
los extractos que se obtengan con estas especies. Un estudio, realizado según el ensayo de toxicidad a 
corto plazo recomendado por la Organización Internacional de Normalización (ISO) (ISO 10993-12), 
reveló que no existe toxicidad por los MAAs, incluyendo Shinorine, Porphyra-334 y Micosporine-
glycine en fibroblastos murinos. Esto se confirmó en un segundo ensayo de incubación directa a más 
largo plazo en la misma línea celular. Después de 14 y 21 días de incubación, con los diferentes MAAs,
no hubo toxicidad significativa y sólo se  observaron efectos menores sobre la morfología celular para 
algunos de los MAAs probados (Fernandes et al. 2015). Otro estudio demostró que estos mismos tres 
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MAAs no eran tóxicos en células de fibroblastos de pulmón humanos (TIG-114) a concentraciones 
entre 0-100 μM a las 48 h, y en realidad aumentaban la proliferación celular (Oyamada et al. 2008) 
efecto confirmado por Kim et al. (2014) al estudiar la viabilidad de estos mismos aminoácidos. 
Porphyra-334 también ha demostrado no tienen ningún efecto sobre la viabilidad celular de la piel 
humana fibroblastos en concentraciones de hasta 200 μM (Ryu et al. 2014). 
Con respecto a HaCaT, ninguno de los extractos mostró toxicidad sobre esta línea celular. Solo 
en H. cornea, a muy elevadas concentraciones, se observó una reducción de la viabilidad celular 
expresada como EC50 (259.5 mg mL-1). Por el  contrario, G. longissima mostró incluso un aumento de 
la viabilidad celular más allá del 100%. Resultados similares con estos hallazgos, se encontraron 
estudiando los MAAs Shinorine, Porphyra-334 y Micosporine-glycine los cuales, de forma aislada, 
redujeron significativamente la viabilidad celular en los queratinocitos HaCaT en diferentes 
proporciones a concentraciones de 0.1 mg mL-1 y superiores (Choi et al. 2015). Por otro lado Fernandes 
et al. (2015) encontraron que el aminoácido Micosporine-Glycine inmovilizado en un biofilm de 
quitosano  induce la proliferación celular (fibroblastos murinos L-929)  Por lo tanto, estos MAAs 
presentes en H. cornea y G. longissima (4.8 y 1.62 mg MAAs totales g-1 PS en los experimentos de 
esta Tesis Doctoral) demuestran poseer efectos sobre la proliferación celular al no causar disminución 
de la misma tal como reportaron Choi et al. (2015). Existen, además, varios estudios que demuestran 
que los MAAs previenen la toxicidad inducida por UVR. Este efecto protector también se ha 
demostrado en la colemina A (un compuesto con una estructura química relacionada con MAA), donde 
la exposición UVB de queratinocitos HaCaT a través de una placa de cuarzo revestida con este 
metabolito, produjo un aumento en la viabilidad celular demostrando, por tanto, un efecto proliferativo 
(Torres et al. 2004).
En otro experimento in vitro donde se expusieron fibroblastos a radiación UVA, observaron 
que la aplicación de Porphyra-334 a concentraciones de 10-40 μM en las células también impedía la 
reducción de la viabilidad celular y la inducción de la senescencia (Ryu et al. 2014), por lo tanto, la 
aplicación de este aminoácido después de la exposición a UVR, contribuye a una mayor viabilidad 
celular en comparación con el control por lo que estos resultados avalarían el uso de este metabolito 
en cremas post-solares. Suh et al. (2017), encontraron que la tasa de proliferación de células HaCaT 
irradiadas con UVR se ve reducida significativamente (hasta tres veces) en comparación con las células 
no irradiadas. Bajo la exposición a UVR, las células HaCaT mostraron un aumento en la viabilidad 
celular después del tratamiento con Porphyra-334. En particular, el pretratamiento con Porphyra-334 
atenuó los efectos inhibitorios de la UVR, dando lugar a tasas de supervivencia celular elevada en 
HaCaT (hasta un 88%), en comparación con las células no irradiadas. Este mismo estudio sugiere que 
Porphyra-334 contribuiría a la mitigación de la apoptosis inducida por UVR y la fragmentación del 
ADN. Para determinar si Porphyra-334 afectaba la vía metabólica de las caspasas en células HaCaT, 
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se midieron los niveles de proteína caspasa-3. Tras la irradiación de células HaCaT, se observó 
claramente la activación de la caspasa-3 (basada en la disminución de la expresión de procaspasa-3). 
El estudio reveló la atenuación de la señalización apoptótica en células tratadas con Porphyra-334. En 
particular, los niveles de procaspasa-3 y caspasa-3 activa en las células tratadas con Porphyra-334 se 
restablecieron al ~ 80% de los niveles de control, lo que implicaba que la protección de las células 
frente al daño por UVR por Porphyra-334 estaba parcialmente mediada por la supresión de la 
activación de la caspasa. 
4.2. Producción de citoquinas
Este estudio demuestra que los extractos acuosos de G. longissima y H. cornea estimulan la 
producción de citoquinas tanto de TNF-α como IL- 6 en macrófagos de la línea celular RAW 264.7 
Esta activación puede ser debida a que, esta especies, contienen compuestos químicos con propiedades 
antiinflamatorias atribuidas a una gran diversidad de metabolitos de distinta naturaleza (Fernando et 
al. 2016). Otros estudios han demostrado, que los extractos de algas incrementan la fagocidad y la 
actividad de secreción de los macrófagos (Yoon et al. 2009; Yang et al. 2012). Extractos del alga roja 
Porphyra yezoensis indujeron la producción de TNF-α tanto in vitro como in vivo para macrófagos 
murinos (Yoshizawa et al. 1995). Los polisacáridos ácidos de Halopithys incurva (especie estudiada 
en el Capítulo 1 de la presente Tesis Doctoral) inducen la producción de IL-6 y de óxido nítrico 
(Abdala et al. 2011) mientras que los de la microalga roja, Porphyridium cruentum, inducen tanto  
TNF-α como IL- 6 en macrófagos de la línea celular RAW 264.7  (Abdala-Díaz et al. 2010). De manera 
similar, Yim et al. (2005) demostraron que el exopolisacárido p-KG03 que contiene altos niveles de 
sulfato, producido por la microalga dinoflagelada Gyrodinium impudicum cepa KG03, incrementan la 
producción de citoquinas macrófagas, como IL-1β y IL-6, así como TNF-α. En este estudio, los 
extractos de G. longissima y H. cornea también inducen la liberación de citoquinas mucho más que la 
observada para el inductor de citoquinas LPS (lipopolisacárido bacteriano) empleado como control, 
hasta 15 veces más para TNF-α, y 2 veces más para IL-6. Otros estudios con algas rojas de la familia 
Gracilariaceae, en concreto Gracilaria verrucosa (heterotipo de Gracilariopsis longissima para este 
estudio de acuerdo a Steentoft et al. (1995)), indican que son inhibidores de la producción de 
mediadores proinflamatorios (NO, IL-6 y TNF-α) debido a la bioactividad que ejercen dos ácidos 
grasos (C9 y C10) contenidos en su composición  (Danga et al. 2008; Lee et al. 2009).  
Otro estudio llevado a cabo por Saeidnia et al. (2012) revelaron que el colesterol es uno de los 
principales esteroles en el género Gracilariopsis tal como se ha reportado en la literatura científica para 
la mayoría de las algas rojas (Rhodophyta) las cuales contienen principalmente colesterol (Rao 1998).
La concentración de colesterol, el esterol típico en las algas rojas, también es importante en las algas 
pardas. El fucosterol, abundante en algas pardas, también se ha aislado de Gracilariopsis persica
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(Kamenarska et al. 2003). Este metabolito ha sido reportado por su actividad antidiabética. La 
administración de fucosterol (oralmente) a 30 mg kg-1 en ratas diabéticas inducidas por 
estreptozotocina indujo una disminución significativa de l as concentraciones séricas de glucosa. 
Además, la administración de fucosterol (300 mg kg-1) en ratas diabéticas inducidas por epinefrina 
inhibió el nivel de glucosa en sangre y la degradación del glucógeno (Lee et al. 2004). Por lo tanto, el 
fucosterol podría ser un principio antidiabético principal en las algas marinas del género 
Gracilariopsis. Además, se ha informado que el fucosterol es un esterol antioxidante de las algas 
marinas mediante el aumento de las enzimas antioxidantes (Lee et al. 2003). Se ha informado que el 
compuesto β-sitosterol reduce los síntomas de la hiperplasia prostática de Benin (BPH) y también como 
agente antiinflamatorio (Wilt et al. 1999; Loizou et al. 2010).  
Además, la composición en aminoácidos tipo micosporina (MAAs), considerados 
fotoprotectores naturales (entre muchos otros roles) y que se encuentran en la composición de las 
especies este estudio en cantidades moderadas, pueden ser explotados biotecnológicamente de diversas 
maneras en cuanto a estimulación celular. Hay evidencia de que los MAAs (tanto Shinorine, como 
Porphyra-334 y Mi cosporine-glycine) protegen a los fibroblastos humanos de la UVR además de 
proteger a las células de la muerte celular inducida por UVR (Oyamada et al. 2008). Los estudios de 
las actividades antiproliferativas de MAAs extraídas de macroalgas rojas marinas, sugieren que los 
MAAs ejercen bioactividades farmacéuticas relevantes en e l cuerpo humano. Los efectos 
inmunomoduladores de los MAA, Shinorine y Porphyra-334 obtenidos de Gelidium sp. y Ceramium
sp. se han investigado en líneas humanas y celulares (Becker et al. 2016). Los MAAs tienen 
aplicaciones potenciales crecientes en cosméticos, así como en fotoprotectores UVR (orales y tópicos) 
y que ahora se proponen como activadores de la estimulación celular.  
Actualmente, en el mercado, ya existen preparaciones de polisacáridos de alto peso molecular, 
aislados de microalgas de grado alimenticio, como potenciadores del sistema inmune (ejemplo 
“Immulina” de Spirulina platensis, “Immunon” de Aphanizomenon flos-aquae e “Immurella” de 
Chlorella pyrenoidosa; (Pugh et al. 2001). Se ha comprobado que cada uno de estos polisacáridos 
incrementa sustancialmente los niveles de IL-1β y TNF-α y son 10 veces más activos para la activación 
in vitro de macrófagos que las preparaciones que son utilizados clínicamente en la actualidad como 
inmunoterapeúticos. Según los resultados del presente trabajo, el incremento en las concentraciones de 
TNF-α originados por G. longissima y H. cornea (1560 µg mL-1 de TNF-α en ambas especies) son 
mucho mayores que la inducción en Spirulina platensis (30 µg mL-1 de TNF-α) encontrada por Parages 
et al. (2012). 
Los resultados del presente trabajo indican que el efecto de los extractos acuosos de H. cornea
y G. longissima sobre los macrófagos RAW puede deberse a las diferentes fracciones presentes en el 
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extracto. Sin embargo, se necesitan otros estudios para probar esta hipótesis, así como la 
experimentación con metabolitos aislados que demuestren, de manera individualizada, su efecto 
biológico sobre la producción de citoquinas en células del sistema inmunitario. 
5. Conclusiones 
La citotoxicidad originada por los extractos de H. cornea y G. longissima difiere en cuanto a 
la línea celular que se trate. A pesar de mostrar ligera toxicidad en macrófagos para ambos extractos 
algales, y en fibroblastos gingivales HGF para G. longissima. Las concentraciones empleadas en este 
estudio son elevadas debido a las indicaciones metodológicas para llevar a cabo los ensayos anteriores, 
ya que se pretende conocer el intervalo de concentraciones a la cual, la sustancia a testar es toxica o 
inmunomoduladora. Aun así, las concentraciones de compuestos naturales en los preparados 
cosméticos son de hasta el 5% respecto al total del producto (Alcalde 2008), lo cual estaría lejos de 
causar toxicidad en líneas celulares fisiológicamente normales, por lo que el uso de estos componentes 
en preparados cosméticos, nutracéutico o farmacológicos estaría totalmente garantizado. Aunque 
existe una falta de conocimiento acerca de los mecanismos moleculares implicados en la activación de 
macrófagos por extractos de algas, se ha sugerido que esta función inmune podría ser similar a la 
observada para plantas y metabolitos de hongos estudiados más en profundidad (Schepetkin & Quinn 
2006). Los resultados de este estudio sugieren que los extractos acuosos de H. cornea y G. longissima
podrían considerarse para estudios posteriores como productos nutracéuticos, cosméticos y 
farmacológicos potenciales que se aplicarían cuando fuese necesaria la activación de macrófagos en 
procesos inflamatorios. Estos podrían estimular la respuesta inmune de l as células mediante la 
inducción de la producción de las citoquina TNF-α e IL-6, entre otros en macrófagos, responsable de 
la respuesta inmune.
En este estudio, la concentración efectiva es mayor que otros estudios similares en los que se 
utilizaron compuestos bioactivos purificados o aislados en lugar de extractos crudos. Por lo tanto, se 
recomienda el fraccionamiento y la purificación del extracto de G. longissima y H. cornea en futuros 
estudios. Aun así, el uso de extractos algales por parte de la comunidad científica, está tomando una 
fuerte relevancia debido a los efectos sinérgicos positivos que ocurren entre sus componentes. Este 
estudio propone a G. longissima y H. cornea como dos algas rojas muy interesantes pertenecientes a 
la familia Gracilariaceae, con potentes efectos bioactivos probados en este y en otros estudios con 
varias líneas celulares.
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Formulación y elaboración de un producto cosmecéutico 
con capacidad fotoprotectora y antioxidante a partir del
extracto de Hydropuntia cornea y otros componentes 
1. Resumen 
Por último, en este Capítulo 6, se diseñó un producto cosmético con actividad antioxidante y 
capacidad fotoprotectora empleando extractos acuosos de H. cornea a partir de la biomasa producida 
en el Banco Español de algas (Capítulo 4) y otros ingredientes usados en cosmética. La exposición 
excesiva a la radiación UVA y UVB puede producir efectos negativos a corto plazo (eritema y 
quemadura solar) y a largo plazo (fotoenvejecimiento prematuro, cáncer de piel e inmunosupresión), 
en gran parte mediados por las especies reactivas de oxígeno (ROS) generadas en las vías oxidativas. 
Una de las formas de reducir el riesgo de la UVR es el uso de cremas fotoprotectoras con capacidad 
antioxidante. En capítulos previos (Capítulos 1, 2 y 4) se mostró la alta capacidad antioxidante de los 
extractos de H. cornea. En este capítulo, se determinó la capacidad fotoprotectora mediante el método 
Colipa (2011) realizado en un simulador solar para cuantificar los siguientes parámetros 
fotoprotectores: Factor de Protección Solar relacionado con el eritema (FPS) que se trata de una 
respuesta mediada principalmente por radiación UVB; Factor de Protección de UVA, relacionado con 
el bronceado persistente expresado como UVAFPS; y el Factor de Protección frente a efectos biológicos 
sobre piel, ojos y efectos moleculares en los intervalos espectrales de U VB (FAPEBUVB) y UVA 
(FAPEBUVA). Se emplearon diferentes combinaciones de filtros físicos o inorgánicos (TiO2 y ZnO), 
filtros químicos u orgánicos (Tinosorb M y S) y filtros biológicos como extractos de Hydropuntia 
cornea o Ginko biloba, aceite de Pongamia pinnata (Karanja) y Vitamina C y E. El extracto 
concentrado de H. cornea mostró un efecto sinérgico con el extracto de G. biloba y con el aceite de 
Karanja rindiendo un FPS de 15, una longitud de onda crítica de 386 nm y un UVAFPS de 4.3; lo que 
se corresponde al de un fotoprotector ideal (valores mínimos recomendados) frente a UVR. Además, 
las cremas con extractos biológicos presentaron una actividad antioxidante mucho mayor que las 
cremas con sólo filtros físicos y/o químicos. La sinergia de los diferentes filtros biológicos puede 
explicar la absorción de banda ancha en la región de UV dando valores relativamente altos de 
FAPEBUVB y FAPEBUVA. Se discute cómo la aplicación de extractos algales en combinación con otros 
ingredientes naturales, puede ayudar al diseño de una nueva generación de fotoprotectores contra los 
efectos negativos de la UVR y también los de la radiación azul e infrarroja, además de las enormes 
ventajas relacionadas con su alta fotoestabilidad y termoestabilidad además de por no presentar
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toxicidad tanto para la salud humana como para el medio ambiente ya que se  trata de un producto 
biodegradable.  
2. Material y métodos 
2.1. Breve descripción de los componentes empleados 
2.1.1. Filtros físicos o filtros inorgánicos 
Los óxidos metálicos, como el óxido de titanio (TiO2) y el óxido de zinc (ZnO) son empleados 
como fotoprotectores físicos (filtros físicos). Estos protectores solares se describen en l a literatura 
como agentes que reflejan y dispersan la UVR (Wang & Tooley 2011). Los avances tecnológicos en 
la fabricación han llevado a la disponibilidad de preparaciones microfinas o nanoparticuladas (tamaños 
entre 20-100 nm) de TiO2 y ZnO (Popov et al. 2010). Estas nanopartículas absorben/reflejan/dispersan 
la UVR, y son más transparentes en la piel, reduciendo así cualquier efecto blanqueante (reflectancia 
de las longitudes de onda más largas de la luz). Recientemente, se demostró que estos componentes 
atenúan la UVR principalmente por absorción, a diferencia del pensamiento clásico que asumía que se 
debía a procesos físicos de reflexión. Al ser pequeños cristales de partículas, estos materiales son 
semiconductores con una gran energía de separación de banda entre la valencia y la banda de 
conducción (Shaath 2016). El TiO2, en particular, tiene un perfil de absorción mayor en UVB, pero se 
extiende a la longitud de onda UVA. Por otro lado, las partículas de ZnO tienen un perfil plano de 
absorción que abarca UVB y UVA. Hasta hace poco, el TiO2 y el ZnO se promocionaban como una 
alternativa segura a los filtros UVR orgánicos (filtros químicos). Sin embargo, las preocupaciones 
sobre la penetración potencial de la piel de TiO2 y ZnO han conducido a una reevaluación de su 
toxicidad. A raíz de esta preocupación, numerosos estudios han evaluado la penetración dérmica de 
estos metales (partículas > 100 nm) (Nash 2006), apoyando la tesis de que estos óxidos metálicos no 
penetran a través de la piel y que su uso en productos cosméticos es seguro (Monteiro-Riviere et al. 
2011). 
2.1.2. Filtros químicos u orgánicos
La mayoría de los filtros químicos sólo bloquean la región estrecha del espectro UVR. En su 
mayoría, los filtros químicos utilizados en los fotoprotectores solares son activos en la región UVB. 
Sólo unos cuantos filtros químicos bloquean la región UVA. La creciente necesidad de filtros de banda 
ancha y la fotoestabilidad mejorada, ha llevado a la introducción de una nueva generación de filtros, 
incluyendo metilbenzotiazolil tetrametilbutilfenol (Tinosorb M) y bis-etilhexiloxifenol metoxifenol 
triazina (Tinosorb S), son moléculas que absorben UVR en un amplio intervalo espectral (UVA y 
UVB) y de una alta fotoestabilidad que pueden absorber UVB y UVA (Perea 2016). Ambos protegen 
contra la inducción de la pigmentación y muestran un efecto sinérgico cuando se usan ambas en 
combinación (Moyal 2004). Tinosorb S es un filtro ultravioleta de amplio espectro, soluble en aceite, 
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altamente fotoestable, con una buena absorción en la gama de UVA, que se puede utilizar con éxito 
para mejorar la fotoestabilidad (Chatelain & Gabard 2001) mientras que Tinosorb M consta de 
partículas orgánicas microfinas que se dispersan en la fase acuosa de la emulsión de filtro solar, 
combinando así los beneficios de un filtro orgánico con los de un filtro inorgánico. Debido a que las 
moléculas de Tinosorb presentan un alto peso molecular, es menos probable que sean absorbidas a 
través de la piel. Los químicos u orgánicos para UVR, se regulan globalmente (Ahmed 2008).  
2.1.3. Filtros biológicos
Los filtros biológicos, son aquellos componentes que tienen un origen natural (derivan del 
metabolismo de un ser vivo) y que tienen la capacidad de actuar como filtro a la UVR (Lawrence et al. 
2017). Las algas rojas entre otros, como ya se ha visto largo y tendido en la presente Tesis Doctoral, 
contienen altos niveles de aminoácidos libres solubles en agua (MAAs) los cuales actúan como 
fotoprotectores biológicos absorbiendo UVA y UVB (Korbee et al. 2006). Sus máximos de absorción 
aparecen entre 268 y 362 nm dependiendo de su estructura molecular (Wada et al. 2015). De acuerdo
a las investigaciones, el aminoácido Porphyra-334 encontrado en H. cornea es el que más potencialidad 
ofrece a la hora de ser usado como fotoprotector en un producto cosmético debido a sus propiedades 
fotofísicas y fotoquímicas (Bhatia et al. 2010; Wada et al. 2015). Actualmente, ya existen en el mercado 
productos cosméticos comerciales que incluyen Porphyra-334 (Helioguard 365®). Se han realizado 
ensayos in vivo usando crema base con 5% de Helioguard 365® (concentración final de MAA de 
0.005%) y la misma base con 4% de un protector solar UVB sintético y 1% de un protector solar UVA 
sintético. Helioguard 365® mejoró la firmeza y la suavidad de la piel así como las arrugas en el área de 
aplicación del producto tras 4 semanas de uso (Schmid et al. 2006). Helionori® es otro producto que 
ofrece fotoprotección natural contra las quemaduras solares y que contiene, como ingredientes 
bioactivos, tres MAAs: Palythine, Porphyra-334 y Shinorine, extraídos del alga roja Porphyra 
umbilicalis. La formulación es resistente a la exposición solar durante 6 h y a 120°C y presenta una 
estabilidad de 18 meses almacenada a una temperatura de 15-25 °C. La aplicación de una crema con 
Helionori® al 5% previno efectivamente la aparición de quemaduras en un 94% en comparación con 
un control. Además, la formulación exhibió un efecto protector eficaz sobre el metabolismo de 
fibroblastos y queratinocitos expuestos al estrés oxidativo inducido por UVA. Después de 24 h de 
irradiación en presencia de 2% de Helionori®, la protección de los queratinocitos aumentó en un 57%, 
y los fibroblastos en un 1 35%. El producto también proporcionó protección de los componentes 
celulares contra UVA. La aplicación de 2% de Helionori®, conservaron lípidos de membrana de los 
queratinocitos en un 139% y los fibroblastos en un 134%, y también ofrecieron la máxima protección 
para el ADN (Andre et al. 2001). 
Además, las macroalgas marinas son una fuente rica de diversos compuestos antioxidantes de 
naturaleza fenólica. Los compuestos fenólicos, además de ejercer un rol antioxidante, exhiben efectos 
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inhibidores sobre la metalogénesis, así como proporcionan protección contra el estrés fotooxidativo 
inducido por la radiación UVB (Rastogi et al. 2017). Los ca rotenoides también son metabolitos 
presentes en todas las especies algales con capacidad de contrarrestar los efectos fotooxidativos en la 
dermis expuesta a la luz por lo que son eficientes en la fotoprotección, eliminando el oxígeno singlete 
y los radicales peróxido (Sies & Stahl 2004). Además de los filtros biológicos a partir de algas, se 
proponen otros de origen vegetal, como el aceite de Karanja, el cual procede del árbol Pongamia 
pinnata, de la familia de los guisantes, Fabaceae, nativa de Asia tropical y templada que incluye partes 
del subcontinente indio, China, Japón ,Malasia, Australia y las islas del Pacífico (Sangwan et al. 2010).
El aceite de Karanja, posee capacidad fotoprotectora otorgada por el alto contenido en flavonoides 
entre los que destaca la karanjina (Patil et al. 2015; Novza & Popova 2016), capacidad antioxidante 
(Obadiah et al. 2012) y presenta una composición de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) del 34%
respecto al total (Sarma et al. 2005). El extracto de G. biloba comercial, empleado también en la 
formulación, aporta capacidad antioxidante y fotoprotectora fundamentalmente debido a su alto 
contenido fenólico (Cefali et al. 2016). 
2.1. Formulación y preparación del producto cosmético 
Los preparados cosméticos estudiados en este capítulo, se produjeron de acuerdo a la 
metodología detallada en “Material y métodos generales, Ep. 17”. Se diseñaron ocho combinaciones 
de productos cosméticos con ingredientes cosméticos comerciales y los nuevos extractos de algas 
mezclados mediante un emulsionador modelo Unguator 2100 (GAKO International GmbH, Múnich, 
Alemania). De entre las tres fases (A: oleosa; B: acuosa; C: productos bioactivos) que componen el 
producto cosmético, cada una de ellas fue homogenizada de forma independiente y a una temperatura 
concreta en función de su naturaleza química. Con ello, se obtuvieron las combinaciones siguientes: 
Crema 0: crema base (B) compuesta por los componentes básicos de un cosmético estándar (control 
+). Todos los preparados cosméticos contienen los componentes básicos (B), más los componentes 
fotoprotectores (filtros UVR) y antioxidantes (Tabla 6.2). Crema 1: filtros químicos (Fq) compuesta 
por Tinosorb S y M; Crema 2: filtros Físicos (Ff) compuesta por TiO2 y ZnO; Crema 3: filtros 
Biológicos (Fb1) compuesta por aceite de Karanja, y extractos de H. cornea y G. biloba; Crema 4: 
filtros químicos más filtros físicos (Fq+f = Fq + Ff); Crema 5: filtros químicos + filtros biológicos 
(extracto H. cornea+ aceite de Karanja) (Fq+b2), Crema 6: filtros físicos + filtros biológicos (extracto 
H. cornea+ aceite de Karanja) (Ff+b2); Crema 7: filtros biológicos (solo H. cornea) (FHc) y Crema 8:
filtros químicos + filtros físicos + filtros biológicos (H. cornea + G. biloba+ aceite de Karanja) (Ft = 
F q+f+b1). Se empleó un simulador solar para determinar los factores de protección solar (Material y 
métodos generales. Ep. 19). 
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Cabe destacar que los filtros químicos no están permitidos en la cosmética natural (Cervellon 
et al. 2011). Si se acepta el uso de filtros físicos o minerales cómo el TiO2 y ZnO hasta un 25%. Los 
demás preparados, al poseer un 95% de sus ingredientes de origen natural, es decir, vegetales, animales 
o minerales sin modificaciones fisicoquímicas autorizadas, son considerados “cosméticos naturales”. 
Hasta un 5% de sus ingredientes en cuanto a la composición total del cosmético, pueden ser 
ingredientes de síntesis autorizados (Cervellon et al. 2011). Este Capítulo 6 de la presente Tesis 
Doctoral, pretende comparar diferentes combinaciones cosméticas para los parámetros fotoprotectores 
y antioxidantes, dentro del marco de la cosmética natural. Todos los ingredientes cosméticos 
empleados en la elaboración de los productos, fueron obtenidos comercialmente, excepto del extracto 
de H. cornea, el cual fue obtenido por rotavaporación a partir de biomasa procedente del BEA durante
la realización del experimento del Capítulo 4 de la presente Tesis Doctoral. 
3. Resultados 
3.1. Preparación y estudio preliminar del extracto de Hydropuntia cornea
3.1.1. Optimización de la temperatura de extracción 
Previa elaboración del producto cosmético, se preparó, mediante rotavaporación y de acuerdo 
a la metodología descrita en el Capítulo 1 de esta presente Tesis Doctoral, un extracto acuoso de H. 
cornea a la temperatura de 50 °C a fin de preservar, lo máximo posible, los compuestos bioactivos de 
interés (antioxidantes totales y compuestos fenólicos) (Figura 6.1). La rotavaporación permitió 
concentrar el extracto de H. cornea 12.5 veces preservando la integridad molecular. Los aminoácidos 
tipo micosporina (MAAs), no se tuvieron en cuenta en es te estudio de temperatura óptima de 
extracción, debido a la alta termoestabilidad que presentan (Zhang et al. 2004; Yuan & Athukorala 
2011), ya que en ningún caso, esta temperatura iba a ser superada.  
Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) para las diferentes temperaturas de 
extracción ensayadas, tanto para la capacidad antioxidante como para el contenido en compuestos 
fenólicos encontrando los valores más altos de antioxidantes para las temperaturas comprendidas entre 
25-40 °C y el mayor contenido fenólico en 55 °C. 
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Figura 6.1. Temperaturas de extracción para el contenido de antioxidantes totales (µmol TEAC g-1 PS) 
(A) y compuestos fenólicos (mg g-1 PS) (B). Diferentes letras indican diferencias significativas en el 
análisis post-hoc (SNK) para el análisis ANOVA de una vía. (n = 3). 
3.1.2. Evaluación de la capacidad fotoprotectora del extracto crudo de H. cornea
Fijada la temperatura de extracción (50 °C) y obtenidos los extractos y previa inclusión en el 
preparado cosmético, se procedió a evaluar la capacidad fotoprotectora del extracto crudo de forma 
aislada mediante ensayos en el simulador solar mediante el método Colipa 2011. Para ello se estudiaron 
5 concentraciones diferentes de extracto por unidad de área (1.1-13.9 mg PS de H. cornea cm-2)
aplicadas sobre las placas PMMA (polimetilmetacrilato) de acuerdo al método Colipa 2011. (Figura 
6.2).  
Figura 6.2. Placas PMMA sin extracto (A) y con extracto de H. cornea (8.6 mg PS de H. cornea cm-
2) 
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Posterior a la evaluación de la capacidad fotoprotectora, se observó un aumento exponencial 
significativo (p < 0.05) del FPS y del UVAFPS (R2 = 0.99 y 0.91 respectivamente). Para el FPS, todas 
las concentraciones arrojaron valores significativamente diferentes, sin embargo, para el UVAFPS, las 
concentraciones de 2.1 y 4.3 mg PS de H. cornea cm-2 fueron iguales estadísticamente (Figura 6.3). El 
ratio FPS/UVAFPS fue de 9.4 ± 1.4 y la longitud de onda crítica (λ crítica) fue de 378.5 ± 1.8.
Figura 6.3. Estudio de la capacidad fotoprotectora para los extractos rotavaporados de H. cornea. FPS 
(290-400 nm) (A) y UVAFPS (290-320 nm) (B). Las letras sobre las barras de histograma corresponde 
a diferencias significativas entre la concentración estudiada en un análisis post-hoc (SNK) para una 
ANOVA de una vía. 
Las propiedades ópticas del extracto, evaluado de acuerdo al método Colipa 2011, presentaron 
diferente porcentaje de  absorción de la irradiancia espectral procedente de la fuente de luz (simulador 
solar) del 80.1% ± 1.9 de UVB (280-320 nm), 86.0% ± 1.4 de UVA-II (320-340 nm), 56.3% ± 3.1 de 
UVA-I (340-400 nm), 43.6% ± 3.7 de Azul (400-460 nm) y del 45.4% ± 3.7 de PAR (400-700 nm) 
(Figura 6.4).  
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Figura 6.4. Espectro de absorción (%) del extracto crudo de H. cornea respecto a la fuente lumínica 
(simulador solar) empleado en la elaboración de los preparados cosméticos. 1.3 mL de extracto 
corresponde a 13.9 mg de PS de H. cornea. 
3.2. Evaluación de la fotoprotección de productos fotoprotectores comerciales 
  Previa evaluación de los productos cosméticos elaborados, se evaluó, a modo de control 
positivo, cuatro fotoprotectores cosméticos comerciales: Isdin® (50 FPS), Heliocare® 360 (+50 FPS), 
Eucerin® (50 FPS) y Rapaskin (+50 FPS). Los productos fotoprotectores comerciales, absorbieron el 
98.4% ± 0.3 de UVB (280-320 nm), 97.9% ± 0.3 de UVA-II (320-340 nm), 92.6 ± 0.6 de UVA-I (340-
400 nm), 53.4 ± 1.3 de Azul (400-460 nm) y del 50.1 ± 0.9 de PAR (400-700 nm) en base al promedio 
de los cuatro productos analizados (Tabla 6.1). Los valores promedio de FPS fueron de 55 ± 8.4. Para 
la longitud de onda crítica (λc), los valores promedio fueron de 381 ± 1.4. Todos los parámetros 
fotoprotectores evaluados concordaron, en cuanto a sus valores, con los descritos por los fabricantes, 
lo cual refuerza y verifica la metodología empleada para los análisis de los productos cosméticos 
elaborados. Los productos cosméticos comerciales mostraron mejores valores de absorción que los 
parámetros ideales propuestos por la literatura científica. La absorción promedio para los productos 
comerciales fue de 98.4 ± 0.3 para UVB, 97.9 ± 0.4 para UVA-II, 92.6 ± 1.4 para UVA-I y 86.1 ± 2.2 
para UVA-I (1/T). La dosis acumulativa de quemaduras visibles (ASD %), fue 3.8 veces mejor que el 
ideal. 
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Tabla 6.1. Productos cosméticos comerciales para la evaluación de los parámetros ópticos: A (%) 
UVB/UVA-II, A (%) UVA-I / Azul y ASD (%) y los parámetros fotoprotectores: FPS (290-400 nm), 
longitud de onda crítica (λc: nm), UVAFPS (320-400 nm) y ratio FPS/UVAFPS mediante el método in 
vitro COLIPA 2011. 
Parámetro 
fotoprotector
Producto cosmético comercial
Heliocare 360® 
(+50 FPS)
Isdin® (50 FPS)
Eucerin® (50 
FPS)
Rapaskin® (50 
FPS)
A (%) UVB / UVA-II 98.8 / 98.2 98.3 / 98.3 98.4 / 97.4 98.1 / 97.7
A (%) UVA-I / Azul 57.1 / 90.7 94 / 51.2 93.3 / 51.4 92.3 / 54
A (%) PAR 52.30 49.12 48.45 50.53
ASD (%) 1.50 2.01 1.79 2.08
FPS 67 ± 1.9 50 ± 1.3 56 ± 1.1 48.5 ± 2.1
λc 378.9 ± 0 381.9 ± 0 381.8 ± 0.1 381.2 ± 0.1
UVAFPS 30.7 ± 0.9 31.1 ± 0.9 25.7 ± 0.9 32.2 ± 2.3
FPS/UVAFPS 2.2 ± 0.5 1 ± 0.5 2.2 ± 0.1 1.5 ± 0
ASD (%): porcentaje acumulación de quemaduras visibles relativizado a los 10 min. (FPS 1 = 100 % 
ASD). 
1B: crema base sin ingredientes potencialmente fotoprotectores (control negativo). 
3.3. Evaluación de la capacidad fotoprotectora de los preparados cosméticos 
Los preparados cosméticos elaborados (Figura 6.5), mostraron propiedades organolépticas 
neutrales, ya que ningún aromatizante fue añadido en la formulación. Todos los preparados mostraron 
gran penetrabilidad dérmica, buena humectación y buena textura al tacto. El color de cada uno varió 
en función de los ingredientes de las diferentes combinaciones (Tabla 6.2). 
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Tabla 6.2. Fases, temperatura de homogenización e ingredientes para la elaboración de los productos cosméticos
%
Nomenclatura de los productos cosméticos
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Fases Tª Homogenización Ingrediente B Fq Ff Fb1 Fq+f Fq+b2 Ff+b2 FHc Ft
A 70°C
Olivem 1000 8 8 8 8 8 8 8 8 8
TiO2 - - 5 - 5 - 5 - 5
ZnO - - 5 - 5 - 5 - 5
Tinosorb S - 5 - - 5 5 - - 5
Vit C (palmitato de ascorbilo) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Vit E (alfa tocoferol acetato) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Aceite de karanja - - - 15 - 15 15 - 15
Aceite de jojoba 15 15 15 - 15 - - 15 -
Total 25 30 35 25 40 30 35 25 40
B 50/70°C
H2Od 74 64 64 54 54 49 49 59 34
Tinosorb M - 5 - - 5 5 - - 5
Total 74 69 64 54 59 54 49 59 39
C
< 40°C
Sharomix 705 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Extracto Hydropuntia cornea - - - 15 - 15 15 15 15
Extracto Ginko biloba - - - 5 - - - - 5
Total % (A, B y C) 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Los productos que contenían filtros físicos (TiO2 y ZnO), otorgaron a los un color blanco. Por 
otro lado, el aceite de Karanja concedió un color “anaranjado” a los productos (3,5 y 6). Por último, el 
extracto concentrado de H. cornea, confirió un color “rosado” a la formulación (7). Este color es debido 
al alto contenido en ficobiliproteínas. El pH de los preparados cosméticos presentó un valor promedio 
de 5.6 ± 0.2, el cual está dentro del intervalo de pH normal para la piel humana (Darlenski & Fluhr 
2017). 
Figura 6.5. Preparados cosméticos elaborados (0-8) de acuerdo a las combinaciones detalladas en la 
Tabla 6.2 y su aplicación sobre las placas PMMA para posterior evaluación de la capacidad 
fotoprotectora en el simulador solar. El control negativo, es la crema 0 donde no hay ningún agente 
fotoprotector en su composición 
Los productos comerciales empleados como control, mostraron valores de transmisión de 
acuerdo a los ideales. Sin embargo, el extracto concentrado de H. cornea, presentó valores de 
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transmisión más lejanos a los ideales. Los productos elaborados más próximos a los ideales fueron 
aquellos que contenían filtros químicos (Fq), filtros Biológicos (Fb1) compuesta por aceite de Karanja, 
extracto de Hydropuntia cornea y extracto de Ginko biloba. 
Figura 6.6. Espectros de transmisión % (A) y de absorción % (B) para los productos cosméticos 
elaborados. Crema 0: crema base (B) compuesta por los componentes básicos de un cosmético estándar 
(control +); Crema 1: filtros químicos (Fq) compuesta por Tinosorb S y M; Crema 2: filtros Físicos (Ff)
compuesta por TiO2 y ZnO; Crema 3: filtros Biológicos (Fb1) compuesta por aceite de Karanja, y
extractos de H. cornea y G. biloba; Crema 4: filtros químicos más filtros físicos (Fq+f = Fq + Ff); Crema 
5: filtros químicos + filtros biológicos (extracto H. cornea+ aceite de Karanja) (Fq+b2), Crema 6: filtros 
físicos + filtros biológicos (extracto H. cornea+ aceite de Karanja) (Ff+b2); Crema 7: filtros biológicos 
(solo H. cornea) (FHc) y Crema 8: filtros químicos + filtros físicos + filtros biológicos (H. cornea + G. 
biloba+ aceite de Karanja) (Ft = F q+f+b1). 
Respecto a los productos elaborados en este estudio, se observaron diferencias significativas 
entre ellos (p < 0.05). Los productos que contenían filtros químicos (Fq) fueron los más próximos al 
perfil ideal, aunque estos valores mejoraron a medida en que se fueron combinando los diferentes 
filtros químicos, físicos y biológicos. El producto cosmético que contenía exclusivamente el extracto 
de H. cornea, redujo en un 43% la transmisión de UVB, en un 43% la de UVA-II, en un 52% la de 
UVA-I y en un 54 % el ASD (%), respecto al producto base, el cual no contiene sustancia fotoprotectora 
alguna (B) (Tabla 6.3). Estos valores, se vieron mejorados cuando se añadieron filtros químicos y 
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físicos. La mejor combinación posible, en cuanto a la mejora de la capacidad óptica, fue el producto 
que contenía todos los componentes de naturaleza fotoprotectora (Ft).
Tabla 6.3. Parámetros ópticos. T (%) UVB/UVA-II, T (%) UVA-I / Azul y ASD (%) obtenidos 
mediante el método in vitro COLIPA 2011 para el extracto concentrado de H. cornea (13.9 mg PS cm-
2) y para los preparados cosméticos (Cremas 0-8). 
Producto cosmético T (%) UVB / UVA-II T (%) UVA-I / Azul ASD %
H. cornea 19.9 / 14 43.7 / 56.4 21
Crema 0: 1B 63.7 / 73 79.4 / 86.3 57
Crema 1: Fq 6.2 / 5.9 15.7 / 68.4 7
Crema 2: Ff 25 / 27 33.6 / 55.5 23
Crema 3: Fb1 7.4 / 8.7 12.6 / 18.9 7
Crema 4: Fq+f 3.7 / 3.4 8.3 / 42.3 4
Crema 5: Fq+b2 4.3 / 4 12.5 / 65.8 5
Crema 6: Ff+b2 11.9 / 13.9 18.7 / 32.8 11
Crema 7: FHc 20.5 / 23.8 26.5 / 28.8 18
Crema 8: Ft 4.1 / 4.1 10 / 43.9 4
*VMR 6.7 / 6.7 6.7 / n.f. 7
*Valores mínimos recomendados para los parámetros fotoprotectores de acuerdo a Osterwalder et al. (2014).
ASD (%): porcentaje de acumulación de quemaduras visibles relativizado a los 10 min. (FPS 1 = 100 % ASD).
1B: crema base sin ingredientes potencialmente fotoprotectores (control negativo).
n.f.: valor no definido por la literatura científica.
 En relación al FPS, el parámetro fotoprotector de más relevancia en los productos 
cosméticos fotoprotectores, en  la Tabla 6.4 se observó lo siguiente:  
- Crema 0: crema base, sin adición de ningún componente potencialmente fotoprotector. 
- Crema 1: filtros químicos (Fq) alcanza un FPS de 15, similar a la crema 3 (Fb1) y mayor que la 
crema 2 (Ff).
- Crema 2: filtros físicos (Ff) alcanza a FPS de 4 mucho menor que con Fq o Fb.
- Crema 3 filtros Biológicos (aceite de Karanja y extracto de H. cornea y extracto de G. biloba)
(Fb1), presenta FPS de 14 similar al Fq y mayor que Ff. 
- Crema 4: filtros químicos + filtros físicos (Fq+f), alcanza FPS altos de 25, mayor como era de 
esperar que cada filtro por separado. 
- Crema 5: filtros químicos + filtros biológicos (Fq+b2), llega a FPS altos de 22, algo menor que 
en la mezcla de filtros químicos y físicos (Fq + Ff).
- Crema 6: filtros físicos + filtros biológicos (Ff+b2) llega solo a FPS de 9 menor algo mayor que 
sólo Ff pero mucho menor que solo Fb*, pudiendo existir alguna interferencia entre los filtros 
físicos y biológicos. 
- Crema 7: filtro biológico sólo con extracto de Hydropuntia (FHc), alcanza valores de FPS de 6, 
bastante más bajo que el Fb1 que contenía también aceite de Karanja y extracto de G. biloba.  
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- Crema 8: filtros químicos + filtros físicos + filtros biológicos-Fb1 (Ft), como era de esperar al 
contar con los tres tipos de filtros, alcanza un FPS de 25 pero no mejora a la crema 4 (Fq+f). De 
nuevo se observa interferencia entre Ff y Fb1 en relación al FPS. 
Tabla 6.4. Parámetros fotoprotectores FPS (290-400 nm), longitud de onda crítica (λc: nm), UVAFPS
(320-400 nm) y ratio FPS/UVAFPS mediante el método in vitro COLIPA 2011, par a el extracto 
concentrado de H. cornea (13.9 mg PS cm-2) y para los preparados cosméticos (Cremas 0-8).
Producto cosmético FPS λc UVAFPS FPS/UVAFPS
H. cornea 4.8 376.9 0.5 10.1
Crema 0: 1B 1.8c 378.3a 0.4a 4.2ab
Crema 1: Fq 15.2a 380.2b 3.4b 4.4ab
Crema 2: Ff 4.2d 383.1f 0.7a 6.5ab
Crema 3: Fb1 14.5a 384.5h 4.3b 3.4b
Crema 4: Fq+f 25.3b 382.2e 23.2e 1.1a
Crema 5: Fq+b2 21.6g 380.4c 6.9c 3.1a
Crema 6: Ff+b2 9.3f 384.2g 1.6a 5.8ab
Crema 7: FHc 5.5e 386.3i 0.8a 6.7ab
Crema 8: Ft 24.9b 381.7d 15.3d 1.7c
VMR 15 389 5 3
*Valores mínimos recomendados para los parámetros fotoprotectores de acuerdo a Osterwalder et al. (2014).
1B: producto base sin ingredientes potencialmente fotoprotectores (control negativo). 
Respecto a la longitud de onda crítica (λc), muchos de los preparados cosméticos mostraron 
mejores valores incluso que los productos comerciales. Estadísticamente, cada productos cosmético 
mostró valores diferentes en cuanto a este valor (p < 0.05). El valor ideal para este parámetro se 
establece en 389 nm, el valor promedio para los productos comerciales fue de 381 nm. Todas las 
combinaciones de preparados cosméticos en este estudio superaron o estuvieron muy próximos a los 
valores promedio comerciales, excepto la crema base como era de esperar. El resultado más interesante 
para este parámetro, fue el hallado en el filtro biológicos (crema 7: FHc), el cual solo contenía extracto 
de H. cornea y en el que se alcanzó una longitud de onda crítica de 389 nm. 
El Factor de protección frente a UVA (UVAFPS) alcanza valores más altos en la crema 4 (Fq+f)
y en la crema 8 (Ft) como cabría esperar. El tercer valor más alto lo alcanzó la crema 5 (Fq+b2) (6.9) el 
cual se aproxima más al valor ideal de 5 (1/3 del FPS). El preparado cosmético con extracto de H. 
cornea exclusivamente, resultó 6 veces menor que el ideal (0.8 respecto a 5) (Tabla 6.4).
La capacidad antioxidante solo se evaluó en los preparados cosméticos los cuales presentan 
componentes con capacidad antioxidante demostrada. Los preparados cosméticos que más capacidad 
antioxidante mostraron, fueron la crema 3 (Fb1), la cual contenía extracto de H. cornea, extracto de G. 
biloba y aceite de Karanja con valores de 10.8 µmol TEAC g-1 de producto cosmético. La crema 7 solo 
con extracto de H. cornea presentó actividad similar a la crema 3 con los tres filtros (Aceite de Karanja 
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y extracto de G. biloba) por lo que hay que concluir que  la actividad antioxidante la aporta el extracto 
de H. cornea. Como era de esperar, la crema 8 (combinación de todos los filtros y componentes 
bioactivos), con valores de 15.5 µmol TEAC g-1 de producto cosmético (Figura 6.7). En los demás 
productos no se hallaron diferencias significativas en cuanto a la capacidad antioxidante. Cabe destacar 
que todos los productos cosméticos elaborados contenían un 1% de Vitamina C y un 1% de Vitamina 
E, lo cual ya aporta cierta actividad antioxidante basal para preservar la integridad del producto 
cosmético por un periodo de tiempo.  
Figura 6.7. Capacidad antioxidante de los productos cosméticos elaborados, expresados como µmol 
TEAC g-1 de producto cosmético. Crema 0: crema base (B) compuesta por los componentes básicos de 
un cosmético estándar (control +); Crema 1: filtros químicos (Fq) compuesta por Tinosorb S y M; 
Crema 2: filtros Físicos (Ff) compuesta por TiO2 y ZnO; Crema 3: filtros Biológicos (Fb1) compuesta 
por aceite de Karanja, y extractos de H. cornea y G. biloba; Crema 4: filtros químicos más filtros físicos 
(Fq+f = Fq + Ff); Crema 5: filtros químicos + filtros biológicos (extracto H. cornea+ aceite de Karanja) 
(Fq+b2), Crema 6: filtros físicos + filtros biológicos (extracto H. cornea+ aceite de Karanja) (Ff+b2);
Crema 7: filtros biológicos (solo H. cornea) (FHc) y Crema 8: filtros químicos + filtros físicos + filtros 
biológicos (H. cornea + G. biloba+ aceite de Karanja) (Ft = F q+f+b1). 
Los resultados para el parámetro FAPEB, son calculados a partir de las mismas medidas 
espectrales que hicieron para el FPS y UVAFPS y siguiendo los mismos procedimientos matemáticos 
para su calculo de acuerdo a las directrices que dicta el método Europeo Colipa 2011. Con la finalidad 
de simplificar y aunar todos los factores de protección frente a los 15 efectos biológicos (para piel, ojos 
y a nivel molecular), se expresaron los valores como promedio de FAPEBUVB y FAPEBUVA. Asi pues, 
se obtuvieron valores más altos en los preparados cosméticos, tanto para el FAPEBUVB como para el 
FAPEBUVA en los tres compartimentos (promedio). El extracto crudo de H. cornea mostró unos 
mejorados resultados si se comparan con la crema base (0), incrementando 2.8 veces más el FAPEBUVB
y 2.7 veces el FAPEBUVA. Respecto a los preparados cosméticos, los filtros químicos (Fq) aumentaron 
8 veces el FAPEBUVB respecto a la crema base y 10 veces el FAPEBUVA. Sin embargo, los filtros físicos 
(Ff), solo aumentaron en 2.4 y  2.6 v eces para FAPEBUVB y FAPEBUVA respectivamente. La 
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combinación entre ambos si resultó en una sinergia positiva en los filtros físicos y químicos 
aumentando mucho más los valores del FAPEB (14 y 18 veces para FAPEBUVB y FAPEBUVA
respectivamente). Los filtros biológicos Fb1 (extracto de H. cornea, extracto de G. biloba y aceite de 
Karanja), también incrementan considerablemente el FAPEB (8 veces el FAPEBUVB y 7.6 veces el 
FAPEBUVA) . Si se compara con el producto cosmético que solo contenia extracto de H. cornea (FHc), 
se observa que l a adición de aceite de Karanja en e l producto supone un incremento del 62% en 
FAPEBUVB y del 59% para FAPEBUVA. Extrañamente, para el producto cosmético que contenía todos 
los filtros físicos, químicos y biológicos (Ft), se observaron que los mayores valores de FAPEB que 
los de los productos que contenían filtros físicos (Ff), químicos (Fq) o biológicos (Fb1) por separado, 
pero aun así, fueron menores que para la combinación de filtros químicos y físicos (Fq+f) (Tabla 6.5).
Los parámetros FPS y FAPEB se correlacionaron positivamente tanto para FAPEBUVB (p < 0.01; r = 
0.99), como para FAPEBUVA (p < 0.01; r = 0.96) (Ver “Material Suplementario, Figura S.6.1 y Tabla 
S.6.1).
Tabla 6.5. Factor de protección solar de efectos biológicos (FAPEB). Se m uestran los valores 
promedio para los 15 efectos biológicos de UVB (11 espectros de acción) y de UVA (4 espectros de 
acción) para el extracto concentrado de H. cornea (13.9 mg PS cm-2) y para los preparados cosméticos 
(Cremas 0-8).
Producto cosmético FAPEBUVB FAPEBUVA FAPEBUVB  / FPS FAPEBUVA / UVAFPS
Heliocare 360 69.3 31.8 1.03 1.0
Isdin Gel Cream 50FPS 53.9 44.3 1.08 1.4
Eucerin 50 FPS 57.1 31.4 1.02 1.2
Rapaskin 50 50.1 30.7 1.03 1.0
H. cornea 4.7 3.5 0.98 7.4
Crema 0: 1B 1.7a 1.3c 0.96 3.2
Crema 1: Fq 14.6f 13.5f 0.96 3.9
Crema 2: Ff 4.1b 3.5a 0.96 5.4
Crema 3: Fb1 13.7e 9.9e 0.94 2.3
Crema 4: Fq+f 25i 24g 0.99 1.0
Crema 5: Fq+b2 20.7g 18.9b 0.96 2.8
Crema 6: Ff+b2 8.8d 6.5d 0.95 4.1
Crema 7: FHc 5.2c 4a 0.95 4.9
Crema 8: Ft 22.4h 19.6b 0.90 1.3
1B: producto base sin ingredientes potencialmente fotoprotectores (control negativo). 
4. Discusión 
En este estudio, primeramente se optimizó la eficiencia de extracción de los compuestos 
bioactivos de H. cornea para su posterior uso en un producto cosmético. La extracción de estos 
compuestos está influenciada por múltiples parámetros como son la temperatura, el tiempo y la 
polaridad del solvente empleado, entre otros, y su efectos pueden ser independientes o interactivos 
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(Montgomery 2001). Un factor a tener en cuenta para realizar la extracción de la forma más eficiente 
posible, manteniendo la integridad molecular, es la temperatura. Yuan & Walsh (2006) afirman que 
entre 20-50º C, no existe degradación térmica de antioxidantes. En nuestro caso, H. cornea no resultó 
afectada por las altas temperaturas. Para la obtención de compuestos fenólicos, las temperaturas de 
extracción se encuentran fijadas en un intervalo de entre 15-95ºC (Liyana-Pathirana & Shahidi 2005).
En este estudio, se muestra el máximo de extracción de estas moléculas a 55º C, mientras que a 
temperaturas mayores, se obtienen valores próximos a los encontrados a bajas temperaturas. 
De acuerdo a Liazid et al. (2007), existe una clara relación entre la estructura química y la 
estabilidad de los compuestos bioactivos que se estudian bajo diferentes condiciones de extracción. 
Además, se ha demostrado que aquellos que tienen un mayor número de sustituyentes de tipo hidroxilo 
se degradan más fácilmente bajo estas condiciones de temperatura (Sutivisedsak et al. 2010).
Normalmente, la eficiencia de extracción aumenta a mayores temperaturas de extracción, pero la 
temperatura afecta a la estabilidad de los compuestos los cuales dependen estrechamente de su 
estructura (Garcia-Salas et al. 2010). El oxígeno molecular (O2), también es un factor clave en la 
degradación de componentes durante la extracción, pero esto es evitado en este estudio mediante el 
proceso de rotavaporación, el cual permite realizar esta fase en condiciones de vacío (Lorenz et al. 
2008).  
El mercado actual en el ámbito cosmético, se ha visto incrementado durante la última década 
(Renner et al. 2017). En los últimos años, la mayoría de las empresas cosméticas han lanzado productos 
cosmecéuticos los cuales contienen fotoprotectores solares, cremas hidratantes, antioxidantes o una 
combinación de los tres y que aportan, además, ingredientes bioactivos capaces de mejorar las 
funciones celulares relacionadas con la defensa antioxidante (Mufti 2003, Baran & Maibach 2017, 
Jahan et al. 2017). El extracto de H. cornea (13.9 mg de PS de alga cm-2) evaluado de f orma 
independiente sin estar vehiculizado en ningún preparado cosmético, presentó una alta capacidad de 
absorción de UVR: 80% de UVB, 86% de UVA-II y 56% de UVA-I. Esta alta absorción debe estar 
asociada a su contenido en moléculas fotoprotectoras: MAAs totales (hasta 5 ± 1.8 mg MAAs g-1 PS) 
(Capítulos 1, 2 y 4), al contenido en ficobiliproteínas (ficocianinas + ficoeritrinas) las cuales otorgan 
al extracto el “color rosado” (hasta 1.2 mg FC g-1 PS y 5.3 mg FE g-1 PS), además del contenido fenólico 
(hasta 95 ± 26 mg de compuestos fenólicos g-1 PS). 
La UVR se asocia con una variedad de e fectos negativos para la salud. Pueden utilizarse 
múltiples métodos fotoprotectores en cuanto a la adición de moléculas fotoprotectoras, para 
proporcionar protección contra la exposición nociva. Las barreras físicas, como ropa y gafas de sol, 
pueden servir como una forma eficaz de proteger los efectos sobre la piel y los ojos, respectivamente. 
Los filtros solares tópicos que filtran el espectro UVB y UVA también están disponibles para optimizar 
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la protección tanto en productos cosméticos, como en gafas o en prendas de vestir (Gambichler et al. 
2016; Hsu & Chauhan 2016; Young et al. 2017). En comparación con las antiguas generaciones de 
protectores solares, los productos elaborados en este estudio, ofrecen una protección más equilibrada 
contra los rayos UVB y los rayos UVA, aunque actualmente todavía se necesitan importantes avances 
para mejorar la protección contra los rayos UVA. El paso inminente para la nueva generación sobre 
pruebas y etiquetado de protección UVA tienen el potencial de estimular la industria de protección 
solar para producir mejores productos (Ryu et al. 2014). Además, ofrece una buena absorción de 
radiación azul de la que recientemente se ha relacionado con ef ectos biológicos pro-oxidantes 
(Nakashima et al. 2017). Se pueden utilizar agentes alternativos como los filtros físicos o inorgánicos 
(TiO2 y ZnO entre otros) que funcionan reflejando y dispersando la radiación pero al igual que los 
filtros químicos mayoritariamente por disipación de la energía en forma de calor. Estos filtros pueden 
complementar y aumentar la fotoprotección proporcionada por los filtros solares orgánicos (filtros 
químicos), y los de origen biológico como en el caso del extracto de H. cornea, extracto de G. biloba
y el aceite de Karanja añadido a los productos elaborados en este estudio. Los metabolitos que otorgan 
la fotoprotección se rigen por los mismos principios físico-químicos que los filtros químicos (Wang & 
Lim 2016). 
El valor funcional de los preparados cosméticos elaborados en este estudio, no solo depende 
de su factor de protección solar sino también de su capacidad antioxidante. Las cremas con mayor 
capacidad antioxidante fueron aquellas que contenían todos los componentes fotoprotectores y 
bioactivos descritos en la formulación, aunque sus valores no se incrementan de forma lineal debido a 
las interferencias o interacciones negativas que puedan darse entre los diferentes componentes. El 
segundo preparado cosmético que más actividad antioxidante demostró fue, el que contenía extractos 
de H. cornea (15% del total de la crema) y extracto de G. biloba (5% del total de la crema) además de 
aceite de Karanja. Estos tres componentes añadidos a un producto cosmético, aumentan la capacidad 
antioxidante respecto a los valores basales. Estos resultados concuerdan con las descripciones de otros 
autores en materia de capacidad antioxidante para estos productos (Obadiah et al. 2012; Bridi et al. 
2001; Álvarez-Gómez et al. 2016). Tanto en el presente capítulo, como en los anteriores (Capítulos 1,
2, y 4) la capacidad antioxidante de H. cornea fue evaluada obteniendo resultados satisfactorios muy 
por encima de o tras especies algales (Álvarez-Gómez et al. 2016). Recientemente, Mercurio et al. 
(2015) evaluaron los efectos fotoprotectores de formulaciones cosméticas que contienen filtros UVR,
entre ellos, extracto de alga roja (Porphyra umbilicalis), y combinaciones del extracto con vitaminas 
y Ginkgo biloba a través del uso de estudios preclínicos in vivo. Para este estudio, 4 grupos de 4 ratones 
sin pelo fueron tratados con formulaciones tópicas aplicadas en el dorso durante 5 días. Los efectos de 
estas formulaciones se evaluaron determinando la pérdida de agua transepidérmica y el eritema. Los 
resultados mostraron que las formulaciones protegían la piel del eritema cuando se exponían a la UVR.
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Las conclusiones de este estudio ponen de manifiesto que estos ingredientes resultan efectivos 
formulaciones de filtros solares. 
Las diferentes longitudes de onda y la energía asociada con la subdivisión UV, corresponden 
a efectos claramente distintos en la piel humana (Lindqvist et al. 2016) por lo que en este estudio, se 
evaluó la capacidad óptica y fotoprotectora de los preparados cosméticos teniendo en cuenta los 
intervalos espectrales más relevantes para obtener un producto que blinde de los efectos nocivos de la 
UVR. Es necesario tener en cuenta que, du rante un día de v erano, el espectro UV que llega a la 
superficie terrestre presenta un 3.5% de UVB y un 96.5% de UVA. La UVB se asocia principalmente 
con eritema y quemaduras solares e inmunosupresión y fotocarcinogénesis entre otros efectos 
biológicos (Tuchinda et al. 2006). La radiación UVA se ve menos afectada por los cambios en las 
condiciones atmosféricas relacionados  la nubosidad o niveles de aerosoles. La radiación UVA, en 
comparación con la UVB, puede penetrar más profundamente a través de la piel (Tuchinda et al. 2006) 
siendo principalmente responsable del fotoenvejecimiento y cáncer de piel (Sliney 2001, Young 2003).
Es por esto por lo que los esfuerzos científicos actuales están enfocados en la fotoprotección a estas 
longitudes de onda (UVAFPS). De acuerdo a la literatura científica, un fotoprotector ideal sería aquel 
capaz de absorber/reflejar la energía procedente de UVA en un tercio respecto al intervalo de UVR 
total (290-400 nm), por lo tanto, los valores ideales de UVAFPS serían de 1/3 (FPS: UVAFPS) del FPS 
(290-400 nm) (Osterwalder et al. 2014). En los productos elaborados en este capítulo, se obtienen estos 
valores en el producto elaborado con filtros químicos (Fq), en la mezcla de f iltros químicos más 
biológicos (Fb2+q) y en la mezcla de filtros biológicos (extracto de H. cornea y aceite de Karanja) (Fb1). 
Aunque para la búsqueda de un producto cosmético dentro del encaje “cosmética natural” no es posible 
la adición de filtros químicos, y solo se permite la inclusión de filtros físicos o inorgánicos no 
particulados los cuales se asumen que proceden de fuentes minerales naturales (Kostyuk et al. 2017). 
La eficacia de la UVR para inducir el eritema disminuye rápidamente a mayores longitudes de 
onda (Miller et al. 2017). Para producir la misma respuesta eritematosa, es necesario aproximadamente 
1000 veces más de dosis UVA en comparación con UVB (Parrish et al. 1982), por lo que a pesar de 
que la UVA penetre más en profundidad, los fotones de UVB son más enérgicos y pueden causar más 
daño a nivel molecular. El eritema se evidencia inmediatamente al final del período de irradiación 
(Kaidbey & Kligman 1979; Parrish et al. 1982; Moyal et al. 2000), se desvanece en varias horas, 
seguido por un eritema retrasado a partir de las 6 h y alcanzando su pico a las 24 h (Hawk et al. 1983).
En resumen, la radiación UVB es más efectiva que la radiación UVA en la producción de eritema pero 
también de la metalogénesis (pigmentación retardada o duradera). Mientras que la UVA es responsable 
de la pigmentación inmediata pero no tiene una carácter duradero respecto al que produce la UVB 
(Miyamura et al. 2011). Los productos de cuidado de la piel para la protección UVR, deben utilizarse 
para reducir y/o suprimir los efectos nocivos de la UVR. Por lo tanto, la protección UVR se convierte 
Formulación y elaboración de un producto cosmecéutico 
 
267
 
en una función principal de más tipos de formulaciones cosméticas. Es principalmente aquí donde el 
uso de las algas como agente cosmecéutico cobra sentido. En líneas generales, el interés cosmético que 
suscita la biotecnología algal, es la fotoprotección y la actividad antioxidante de los metabolitos que 
contienen estos organismos (Schmid et al. 2004; Ariede et al. 2017). Así pues, los componentes 
bioactivos procedentes de H. cornea, G. biloba y P. pinnata (aceite de karanja), ofrecen la dualidad de 
fotoprotección y barrido de radicales libres (capacidad antioxidante) que la UVR genera. La exposición 
de la piel a la UVR genera especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (RS). Esta acumulación de RS 
conduce al fotoenvejecimiento  y patología como cáncer de piel no melanoma (cáncer espinocelular y 
basocelular) (Pallela et al. 2010; Barton et al. 2017).  
De la Coba (2007) demostró que la mezcla de los aminoácidos tipo micosporina (MAAs) 
Porphyra‐334 y Shinorine (en proporción 8:1.5) extraídas de Porphyra leucosticta pueden ser 
considerados un fotoprotector que, aplicado tópicamente, presenta muy buenos resultados como filtro 
químico en ensayos de fotoprotección (FPS de 3 aproximadamente), cumpliendo además con los 
principales requerimientos para que se le pueda considerar un filtro con potencialidad en el mercado: 
amplio espectro de protección, alto coeficiente de extinción molar, no causa irritabilidad y presenta 
alta estabilidad frente al pH, la fotodegradación y la termólisis. Como resultado de estos hallazgos, se 
han publicado diversas patentes referentes a las aplicaciones de los MAAs entre ellas algunas 
destinadas a los usos de Porphyra‐334 en productos para la prevención y tratamiento del eritema, 
fotocarcinogénesis y fotoenvejecimiento (P200702945), como antioxidante o aditivo en productos 
alimentarios (P200702946) o en la prevención de la oxidación de productos cosméticos y 
farmacéuticos (P200702947). El extracto de H. cornea, contiene un alto contenido de estos 
aminoácidos tanto en la composición total (% en peso seco de biomasa algal) como en la productividad 
(g MAAs m-2 d-1). La mayoría de estos estudios se basan en el Método de Diffey según el cual para la 
elaboración de 250 mg de crema fotoprotectora con un FPS 8 la cantidad purificada de MAAs necesaria 
equivale al 5% del total, es decir, 12.5 mg. Teniendo en cuenta además que el método de purificación 
de MAAs posee una eficiencia del 50% puede obtenerse una cifra de 910 g de crema fotoprotectora 
producida al año a partir de los 91 g de MAAs obtenidos anualmente de H. cornea producida en las 
instalaciones del BEA en Gran Canaria. Una vez evaluado el rendimiento del sistema propuesto, tanto 
en términos de eficiencia de biofiltración como en términos de obtención de productos de interés a 
partir de la biomasa, es necesario hacer algunas consideraciones sobre las limitaciones del mismo. La 
valoración del rendimiento del sistema se ha realizado por extrapolación de los datos medios obtenidos 
en los experimentos del presente proyecto, de una duración de 5 semanas. En los últimos años se ha 
desarrollado una base de datos sobre compuestos fotoprotectores en algas que pueden aportar 
fotoprotección y contra el fotoenvejecimiento inducido por UVR (Gröniger et al. 2000). En este listado 
se enumeran diferentes MAAs (Palythine, Asterina-330, Palythinol, Porphyra-334, Shinorine, entre 
otros) extraídos de diferentes especies de algas y con demostradas propiedades fotoprotectoras y 
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antioxidantes tanto en in vitro como in vivo así como en modelos animales y humanos (Cardozo et al.
2007). El extracto de H. cornea empleado como filtro biológico contiene todos estos aminoácidos 
citados y en diferente proporciones dependiendo de las condiciones (disponibilidad de nutrientes, 
exposición a UVR, temperatura, etc.) donde haya sido cultivado el organismo (Capítulos 1, 2 y 4).
Si se aplica correctamente, una fotoprotección considerada como baja (FPS 5), obtenida en el 
preparado cosmético solo con extracto de H. cornea, conseguiría una reducción del 80% de UVB. Una 
fotoprotección media (FPS 15), obtenida en el preparado cosmético con extracto de H. cornea más 
extracto de G. biloba y aceite de Karanja) proporcionaría una reducción del 93% UVB. Sin embargo, 
una fotoprotección elevada (FPS 50), conseguiría reducir la UVB en un 98%. Por lo tanto, aunque un 
fotoprotector con FPS 50 sea mejor que otro que posea un FPS 15, en términos de reducción de UVB, 
usar un producto con FPS 50 solo supone un incremento del 5% más de fotoprotección respecto a un 
producto con FPS 15 (Gilaberte et al. 2003). En todo caso, las cremas del mercado con FPS 50 tienen 
evidentemente mayor protección contra diferentes efectos biológicos (FAPEB) que las cremas de 
FPS15. A largo plazo, el uso de filtros de protección solar de origen natural sería mucho más atractivo. 
Sin embargo, en este sentido, todavía hay mucha información escasa en la literatura científica 
(Cavinato et al. 2017). La conciencia cada vez mayor del consumidor de los peligros del sol, ha 
influenciado la industria cosmética incrementando la producción e investigación de productos 
cosméticos fotoprotectores naturales. Es necesario abordar, que en la última década, se han hecho 
grandes esfuerzos por desarrollar filtros solares sin la necesidad de altas cantidades de productos 
químicos, ya que muchos de estos se han asociado con reacciones alérgicas o fototoxicidad (Kawakami 
& Gaspar 2015), baja fotoestabilidad y biodegradabilidad además de una falta de efectividad en la 
protección real de la piel (Kockler et al. 2012). La ausencia de actividad endocrina para estos filtros 
químicos (Tinosorb M y S) ha sido demostrada anteriormente mediante ensayos in vitro (Ashby et al. 
2001). 
Otra problemática surgida del uso de filtros físicos y químicos, es la medioambiental. Estos 
ingresan al medio acuático indirectamente a través de los efluentes de las plantas de tratamiento de 
aguas residuales (urbanas e industriales) o directamente, a través de actividades recreativas acuáticas 
humanas (Brausch & Rand 2011; Sánchez-Quiles & Tovar-Sánchez 2014; Sendra et al. 2017). Se han 
detectado filtros químicos en aguas tanto costeras como continentales (Zenker et al. 2008, Fent et al. 
2010). Estos podrían causar un blanqueo de los corales, incluso a concentraciones extremadamente 
bajas (Danovaro et al. 2008). Se han encontrado filtros UVR en invertebrados y peces (Balmer et al. 
2005; Kaiser et al. 2012). Además, Sánchez-Quiles & Tovar-Sánchez (2014) demostraron que los 
filtros de TiO2 (nanoparticulados) producen peróxido de hidrógeno en aguas costeras, concluyendo que 
actuaría como un agente oxidante en l as aguas ingresan en áreas turísticas con consecuencias 
ecológicas directas sobre los ecosistemas. 
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En el presente capítulo de esta Tesis Doctoral, se propone como complemento a los clásicos 
parámetros fotoprotectores que vienen usándose desde hace décadas (FPS y UVAFPS), los Factores de 
Protección Frente a Efectos Biológicos (FAPEB), los cuales ofrezcan una información más detalla 
sobre la fotoprotección frente a otros efectos biológicos inducidos por UVB y UVA (López-Figueroa 
et al. 2009) . Si bien, el FPS (290–400 nm) solo tiene en cuenta para su cálculo el espectro de acción 
para la producción de eritema en la piel y el UVAFPS, el espectro de acción para la pigmentación 
persitente, el FAPEB es propuesto en este estudio como un nuevo parámetro integrador de otros efectos 
biológicos tanto de UVB como de UVA (13 además de los dos empleados para el FPS y UVAFPS, ver 
espectros de acción en Material y métodos generales, Ep. 19.2) sobre patologías de la piel, ojos y a 
nivel molecular. Así pues, debido a la novedad que supone este nuevo parámetro, no existen valores 
estándar ideales como en el caso del FPS y UVAFPS, los cuales sirvan como referencia para realizar 
comparativas entre productos o formulaciones. Los resultados que arrojan este estudio para las 
formulaciones propuestas, muestran los valores de FAPEBUVB y FAPEBUVA más altos en los 
preparados donde se mezclaron los filtros físicos y químicos, ya que ambos ofrecen absorción conjunta 
a cada intervalo espectral consiguiendo así un fotoprotector de amplio espectro (Osterwalder et al. 
2014). También, la mezcla entre los filtros químicos y biológicos otorga al producto cosmético una 
alta fotoproteccion frente  a otros efectos biológicos. Para este nuevo parámetro fotoprotector para 
otros efectos biológicos relacionados con la dermis, ojos y a nivel molecular, también se han logrado 
unos aceptables resultados cuando solamente se aplicaron filtros biológicos (extracto de H. cornea,
extracto de G. biloba y aceite de Karanja). La amplia fotoprotección que otorgan las sinergias entre los 
metabolitos de estos productos naturales, consiguen obtener en un producto un amplio espectro de 
absorción tanto de FAPEBUVB como de FAPEBUVA que proteja de los efectos biológicos novicos de 
esta radiación sobre la piel, ojos y nivel molecular (Almutawa et al. 2013). Además, las correlaciones 
encontradas entre el FPS y el FAPEB (tanto UVB como UVA), confirman la potencialidad del uso de 
este nuevo parámetro fotoprotector, sumado a que el el parámetro in vitro de FPS obtenido mediante 
el método Colipa 2011, se correlaciona con el parámetro in vivo de FPS obtenido de acuerdo a la 
metodología descrita por Heinrich et al. (2004). El estudio se hizo con diferentes productos de 
protección solar clasificados en 5 grupos diferentes (emulsión, aceite, alcohol, fluido espeso y polvo), 
se demostró que nuestro método tiene buena reproducibilidad y precisión en comparación con el 
método clínico (in vivo) de FPS. De hecho, el coeficiente de variación promedio (CV%) fue 
aproximadamente del 7%, y el coeficiente de correlación alcanzó aproximadamente 0.8-1.0 para los 
diferentes tipos de productos probados (Miksa et al. 2015, 2016). 
Además de las propiedades antioxidantes de los MAAs, en los últimos años han surgido otras 
propiedades biológicas interesantes de gran aplicabilidad en el ámbito cosmecéutico. El aminoácido 
Porphyra-334 protege contra la formación de dímeros de ADN lo cual contribuye a la reducción del 
daño del ADN debido a UVR (Misonou et al. 2003). De la Coba et al. (2009) también demostraron que 
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Porphyra-334 más Shinorine contrarrestaron los cambios bioquímicos en la piel de ratones albinos, 
expuesta a UV al mantener la expresión de la proteína de choque térmico Hsp70, un b iomarcador 
potencial de daño UV agudo. El aminoácido Pophyra-334 es quizás el que más potencialidad 
cosmecéutica presenta, puesto que previene el fotoenvejecimiento inhibiendo la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y la metaloproteinasa en la piel, así como inductor de los 
componentes de la matriz extracelular (procolágeno, colágeno tipo I, elastina) y de la expresión 
proteica en fibroblastos humanos irradiados con UVA (Ryu et al. 2014). Hartmann et al. (2015) 
investigaron el potencial de inhibición de la enzima colagenasa (responsable de la degradación del 
colágeno dérmico) a partir de MAAs aislados de algas rojas Porphyra sp. y Palmaria palmata. Choi 
et al. (2015), encontraron que los MAAs tienen efectos significativos en el proceso de cicatrización de 
heridas en queratinocitos humanos mediados por activación de quinasas de adhesión focal (FAK), 
quinasas reguladas por señal extracelular (ERK) y quinasas N-terminales c-Jun (JNK). Estos resultados 
sugieren que los MAA aceleran la reparación de heridas activando las vías de señalización FAK-
MAPK. Este estudio también indica que los MAAs pueden actuar como un nuevo agente de curación 
de heridas y además sugiere que los MAAs podrían ser un biomaterial novedoso para las terapias de 
curación de heridas. Suh et al. (2014b), investigaron en la línea celular de fibroblastos humanos HaCaT, 
los niveles de expresión de genes asociados con la actividad antioxidante, la inflamación y el 
envejecimiento de la piel en respuesta a UVR. Además, en presencia de MAAs, los genes supresores 
de UVR, de procolágeno C (gen PCOLCE) y los genes que codifican para la biosíntesis de elastina, 
que están relacionados con el envejecimiento de la piel, mostraron mayores niveles de expresión 
incrementados iguales a los de las células tratadas con UVR. Por último, más recientemente, Becker et 
al. (2016) estudiaron el rol de los MAAs como agentes inmunomoduladores en defensa de las vías 
reguladoras que se activan en el área inflamada en células mielomonocíticas humanas (cáncer de 
sangre). Se estudió el efecto de los MAAs en las cascadas de señalización central, como la activación 
del factor nuclear de transcripción factor kappa b (NF-B), así como el metabolismo del triptófano.
Los MAAs indujeron la actividad de NF-B por lo que las vías inflamatorias se ven afectadas por los 
MAAs, pero a pesar de la similitud estructural entre los distintos MAAs estudiados (Porhyra-334 y 
Shinorine), se observaron diversos efectos en la línea celular estudiada. 
5. Conclusiones 
La piel humana está expuesta a la UVR la cual está presente de forma natural en la luz solar 
(Svobodová et al. 2003). La hum anidad demanda, cada vez más, productos que les permitan 
permanecer en el sol durante un período de tiempo más largo sin que esto provoque efectos y patologías 
adversas sobre la piel. El extracto de H. cornea presenta efectos únicos en términos de fotoprotección 
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contra UVR y contra los radicales libres debido a su alta capacidad antioxidante,  por lo que su uso en 
productos cosméticos puede considerarse como una alternativa dirigida a reducir la cantidad de filtros 
sintéticos en las formulaciones de protección solar. Además, la combinación de este extracto algal, 
junto con otros compuestos vegetales (extracto de Ginkgo biloba y aceite de Karanja procedente del 
árbol Pongamia pinnata) y adición de vitaminas E y C puede mejorar significativamente el rendimiento 
de los filtros solares en la prevención del fotodaño debido a los efectos sinérgicos entre sus 
componentes. Por tanto, el extracto de H. cornea es un ingrediente bioactivo con una dualidad 
demostrada (fotoprotectora y antioxidante) y que puede ser empleado en las formulaciones de 
protección solar, más aún si estos se complementan con filtros físicos (ZnO y TiO2) los cuales mejoran 
considerablemente la fotoprotección en UVA y UVB, sin restar al producto el incentivo de “cosmética 
natural”.
En este estudio se demostró que el uso de un solo componente natural no es suficiente para la 
fotoprotección completa puesto que cada componente con capacidad fotoprotectora, presenta un 
intervalo espectral de absorción diferente. Por lo tanto, la búsqueda de la combinación de 
fotoprotectores que estén aceptados dentro del marco de la “cosmética natural” ha sido la estrategia a 
seguir en este estudio. Los filtros químicos, a pesar de poseer una alta capacidad de absorción de UVR, 
tienen  que ir siendo sustituidos por filtros biológicos los cuales, cumpla con los requisitos de 
fotoestabilidad, termoestabilidad, capacidad antioxidante etc. y en general que no repercuta sobre su 
capacidad fotoprotectora. Este estudio, da un paso más en la búsqueda y evaluación de componentes 
naturales fotoprotectores (extracto de H. cornea, extracto de G. biloba y aceite de Karanja) en 
combinación con vitaminas ampliamente empleadas en cosmética para preservar la integridad 
fisicoquímica del producto elaborado. Aunque esta combinación no alcanza los valores fotoprotectores 
encontrados cuando se emplean filtros químicos, al menos se aproxima y mejora sin adición de 
compuestos obtenidos mediante síntesis química. 
Por último es necesario destacar que el mercado mundial de la cosmética crecerá a un ritmo 
del 3.7% anual en los próximos tres años, según estima la consultora estadounidense Allied Market 
Research (Person 2014; Umemura & Slater 2017). Se calcula que las ventas del sector asciendan a 
290.070 millones de dólares (265.681 millones de euros). Los productos para el cuidado de la piel 
serán los que dominarán este mercado. Les seguirán entre los más consumidos, las cremas 
fotoprotectoras y los productos para el cuidado del cabello. Entre las tres categorías concentran las tres 
quintas partes del sector y su ritmo de crecimiento anual hasta 2020 alcanzaría el 5.6%. Además, por 
regiones, Europa agrupará en los próximos cinco años el 30% de las ventas mundiales y continuará 
dominando el sector. Estados Unidos, en cambio, lidera el mercado en el consumo online de este tipo 
de artículos. Por el momento, el mayor gasto en cosmética continúa realizándose en las tiendas físicas, 
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aunque se estima que vaya trasladándose a Internet, sobre todo en países asiáticos, como Japón, China 
o India.  
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Discusión general 
A finales del SXXI se espera que alcancemos en la Tierra la cifra de 10.00 0 millones de 
habitantes lo cual supondrá una demanda muy alta de nuevos recursos alimentarios y energéticos para 
los próximos años. Las algas se han propuesto como una fuente alternativa de alimento, especialmente 
las microalgas cultivadas en áreas que no compitan con la agricultura, y además sin usar agua potable 
como es el caso de los cultivos en agua de mar suplementada con efluentes de diverso origen (urbano, 
ganadero o acuícola). La fertilización de los medios de cultivo con aguas residuales y los avances 
tecnológicos en los sistemas de cosechado, abaratarán los costes de producción de las microalgas y 
harán rentable su cultivo para uso alimentario en la fabricación de piensos para  animales y producción 
de bioestimulantes (Acién et al. 2016) o alimento directo humano en medios de cultivo basados en 
fertilizantes agrícolas. Las macroalgas están también tomando cada vez más importancia en su uso 
alimentario (Tiwari & Troy 2015). En los últimos años, están apareciendo cada vez más publicaciones 
en el ámbito de la gastronomía las cuales promueven el uso de las macroalgas. Dos ejemplos, el libro 
titulado “¿Las algas se comen? Un periplo por la biología, la historia, las curiosidades y la gastronomía” 
de Pérez-Lloréns et al 2016, de la Universidad de Cádiz, en el que reúnen recetas de Chefs que suman 
entre todos ellos 50 estrellas Michelin, o el libro “Algas, las verduras del Mar” de la nutricionista 
Montse Bradford promotora de alimentación natural y energética. Empresas del sector de algas para 
alimentación en España como Puerto Muiños y Algamar en Galicia, presentan en sus webs numerosas 
recetas culinarias con algas marinas. De 28.5 millones de toneladas de macroalgas que se han usado 
por la industria alimentaria en el año 2014 según la FAO 2016, un 95% proceden de la acuicultura y 
un 5% de recolección (Forster & Radulovich, 2015). En el cultivo destacan los países orientales (China,
Japón y Corea)  e Indonesia y en el cosechado,  China, Noruega y Chile (Buschmann et al. 2017). Esto 
supone solo una aportación del 0.3% respecto al conjunto de los alimentos producidos tanto de origen 
vegetal como animal, por lo que se está aún muy lejos de una contribución relevante de las algas en la 
alimentación humana.  
Además del uso alimentario y energético, las algas son un fuente de biomasa para la obtención 
de productos cosméticos, farmacológicos además de prestar servicios ambientales la biorrediación de 
aguas (Erwes & Pitta e Cunha 2014). (Figura D.1). 
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Figura D.1. Diversos usos de algas en el campo de alimentación y nutrición, cosmética, salud y 
farmacología, medioambiente y biorremediación y energía renovables. (Erwes & Pitta e Cunha 2014)  
El mercado de la economía azul ha generado en el año 2014, 176.000 millones de dólares y 
para el año 2020 se estima que la acuicultura pasará del 12% al 35%, los productos cosméticos de 
origen marino pasarán del 13% al 30%, los nutracéuticos de origen marino del 32% del mercado global 
al 55% y la Biotecnología marina del 8% del total del mercado tecnológico al 15% (Erwes & Pitta e 
Cunha 2014). Son cifras de crecimiento muy relevante que proyecta una gran actividad en este sector 
para los próximos años. Las aplicaciones están siendo tan amplias que algunos autores ha llegado a 
denominar a este periodo de investigación como “The algal revolution” (Brodie et al. 2017).
Si se hace un estudio de la evolución de las publicaciones científicas en el sector de la 
Biotecnología marina a través del buscador de WOS (Web Of Science) y concretamente con las 
palabras clave “Algae extracts and bioactive compounds“, “Algae biorefinery”, “Algae 
biorremediation” y “Cosmetic algae”, se puede observar un incremento exponencial de trabajos en las 
últimas dos décadas, lo cual demuestra el gran interés por el uso de las algas en diversas áreas 
científicas (Jahan et a l. 2017) (Figura D.2) 
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Figura D.2. Número de publicaciones científicas  por búsqueda de palabras clave encontradas en WOS 
(Web Of Science) desde 1996 hasta 2016. 
Entre los phylum más estudiados en investigación de productos naturales marinos durante los 
últimos 50 años, tras el phylum Porifera, Cnidaria y Ascomycota, se encuentran las algas rojas 
pertenecientes al phylum Rhodophyta (Blunt et al. 2016) el cual comprende al 70% de las especies 
algales estudiadas en esta Tesis Doctoral. 
Las especies empleadas en el estudio de ficoprospección de esta Tesis Doctoral fueron 
predominantemente macroalgas rojas: Gelidium corneum (Hudson) J.V. Lamouroux, Gelidium 
pusillum (Stackhouse) Le Jolis, Porphyra umbilicalis Kützing, Halopithys incurva (Hudson) Batters, 
Gracilariopsis longissima (S.G.Gmelin) M.Steentoft, L.M.Irvine & W.F.Farnham e Hydropuntia 
cornea (J.Agardh) M.J.Wynne. También se investigó, de forma muy puntual, la macroalga verde Ulva 
rotundata Bliding y el liquen marino Lichina pygmaea el cual se usó como control positivo de 
compuestos bioactivos, por ejemplo Micosporina-Glicina (De la Coba et al. 2009), aunque este liquen 
no sea una especie cultivable. Entre las especies escogidas, están algunas con tecnología de cultivo en 
forma vegetativa y en medios con altos niveles de N-NH4+ como H. cornea, G. longissima y H. incurva,
aunque esta última tiene bajas tasas de crecimiento (Pinchetti et al. 2011). Otras especies necesitan de 
una tecnología de cultivo compleja, como es el caso de Porphyra umbilicalis, la cual presenta una fase 
haploide (macroscópica) y otra fase diploide (conchocelis microscópica). Finalmente, las especies del 
género Gelidium son de gran interés biotecnológico por su composición en polisacáridos, 
ficobiliproteínas (Stengel & Connan 2011) y MAAs (De la Coba et al. 2009) pero su cultivo en tanques 
o en el medio natural ha sido infructuoso (Rico et al. 1990; Melo et al. 1990; García-Reina et al. 1991) 
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Ya se han realizado ficoprospecciones de actividades antioxidantes en macroalgas del Sur de 
España, lugar con alta potencialidad por las condiciones de irradiancia y temperatura y evaluación de 
propiedades nutricionales de macroalgas comestibles de otras áreas de España (Plaza del Moral 2010; 
Gómez Ordoñez 2013). Es destacable también las investigaciones que se realizan en G alicia con 
macroalgas basada en Acuicultura multitrófica (Cremades et al. 2011). 
Concretamente, Güenaga et al. (2011), comparó la actividad antioxidante y composición 
fenólica de algas recolectadas en el medio costero de la isla de Gran canaria, y algas cultivadas en 
tanques con agua de mar suplementada con altos niveles de N-NH4+, emulando las condiciones de los 
efluentes de una piscifactoría. Las macroalgas intermareales en su medio natural se encuentran 
sometidas a mayores estresores ambientales y en general, presentan mayores valores de capacidad 
antioxidante que las algas cultivadas en el laboratorio (Kadam et al. 2015). Este aumento del estrés 
provoca una incremento  de sustancias antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas (Stengel et al. 2011). 
No obstante, Güenaga (2011), no encontró diferencias significativas entre las algas del medio natural 
y las cultivadas en altos niveles de N-NH4+. Estos resultados son i nteresantes ya que se hubiera 
esperado una caída drástica en cultivo bajo condiciones no estresantes. No se descarta que en el cultivo 
en tanques se produzca también estrés, pues las algas pasan de estar fijadas a un sus trato con un 
hidrodinamismo natural, a flotar libremente. Además las condiciones lumínicas puede ser 
desfavorables e incluso, el estímulo de UVR, relacionado con la estimulación de los mecanismos 
defensa, está reducido en los tanques de cultivo (Figueroa et al. 2012).  
La biomasa algal y liquénica fue sometida a un proceso de extracción con solventes alcohólicos 
e hidroalcohólicos con la finalidad de maximizar la extracción de compuestos de interés. Los procesos 
de extracción para estas especies no fueron selectivos, si no que se basaron en la capacidad de disolver 
los metabolitos de interés mediante solventes químicamente afines. Los extractos para cada especie, 
como producto resultante, fueron una mezcla de diferentes compuestos químicos los cuales fueron 
capaces de ser solubilizados en los solventes empleados. Los factores que influyeron en la composición 
y la bioactividad de los extractos algales dependieron de las especies, de las condiciones ambientales 
donde se recolectaron, de la estación del año, de la ubicación geográfica y de las tecnologías de 
extracción empleadas (Kadam et al. 2013). En general, para todas las especies estudiadas, el contenido 
de MAAs usando EtOH 100% como solvente, fue mucho menor que para otros solventes debido a la 
baja polaridad de este para interactuar con la parte hidrofóbica de los aminoácidos y péptidos. Se 
detectaron compuestos fenólicos en todas las especies analizadas. Los altos niveles de compuestos 
fenólicos en H. incurva ya han sido reportados previamente por Güenaga (2011). Los niveles de 
compuestos fenólicos pueden variar hasta tres veces, dependiendo del método de extracción empleado 
y el tipo de secado de la biomasa (López et al. 2011; Leyton et al. 2016).  
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Los resultados antioxidantes para las especies de esta Tesis Doctoral, concuerdan con l os 
resultados encontrados por Sarikurkcu et al. (2009) para extractos de plantas terrestres, en los que se 
observó una fuerte correlación entre la polaridad de l os extractos y su potencial antioxidante. Los 
extractos más polares fue lo que mostraron un mayor potencial antioxidante. Por primera vez, y en esta 
Tesis Doctoral, se describe en la literatura científica para G. longissima y H. incurva, un compuesto 
bromofenólico sulfatado (3-bromo-4,5-dihidroxifeniletanol sulfato: C8H9BrO6S), con una m asa 
atómica observada de 334.91954 (para ambas especies) y una masa atómica calculada de 334.91959 
(ppm 0.1) y 334.96646 (ppm 0.06) para G. longissima y H. incurva respectivamente. Este bromofenol 
sulfatado ha sido descrito como sustancia anticancerígena (Liu et al. 2011) en varias líneas celulares 
humanas de cáncer HCT-8, Bel-7402, BGC-823, A549 y A2780 (Ma et al. 2006). 
La actividad antioxidante entre las macroalgas y el liquen marino analizados, recolectados del 
medio natural, fue alta (5-15 μmol TEAC g-1 PS) lo cual se encuentra en el rango de los resultados 
publicados en otros estudios para varias microalgas (7-11 μmol TEAC g-1 PS) y más altos que el de 
otras macroalgas (1.6-2.2 μmol TEAC g-1 PS) (Matanjun et al. 2008). En este estudio para el solvente 
acuoso (H2O), la capacidad antioxidante obtenida de los métodos DPPH y ABTS fue similar en el 55% 
de las especies estudiadas. Entre estos dos ensayos antioxidantes, el solvente con mayor capacidad de 
extracción de antioxidantes fue el EtOH 50%, para el 44% y el 56% de las especies estudiadas, en los 
métodos ABTS y DPPH respectivamente. En última instancia, la polaridad del solvente, así como la 
técnica de extracción, tienen un efecto crítico sobre el rendimiento de extracción (López et al. 2011). 
El metanol, sin embargo, debería de ser descartado para aplicaciones cosméticas debido a su toxicidad. 
En el  método BBM, el mejor solvente fue EtOH 100%, probablemente relacionado con el hecho de 
que este método es adecuado para la determinación de compuestos antioxidantes en u n medio 
estrictamente lipofílico. Entre los ensayos utilizados en este estudio para el barrido de radicales, los 
métodos ABTS y DPPH son los más rápidos, simples (no incluyen muchos pasos) y tienen un menor 
coste en comparación con el método BBM. Por el contrario, el método BBM requiere muchos más 
reactivos, mucho más tiempo y más recursos técnicos para la realización del ensayo. Además, el 
resultado sólo proporciona una visión de los antioxidantes que se encuentren en la matriz lipofílica. 
Por tanto, el ensayo ABTS es el único método evaluado en este estudio que es aplicable tanto a 
antioxidantes hidrofílicos como lipofílicos (Alam et al. 2013), por lo que su uso es justificado en otros 
estudios en los que se pretende obtener una visión integrada del extracto. Se encontró una correlación 
positiva entre los métodos DPPH y ABTS, ABTS-BBM y DPPH-BBM. Floegel et al. (2011) también 
encontraron una correlación positiva entre los métodos DPPH y ABTS al igual que en este estudio.  
En esta Tesis nos hemos centrado en el estudio de las aplicaciones cosmecéuticas de la 
biomasa, investigando la posible fotoestimulación por UVR y los efectos de la alta disponibilidad de 
nutrientes (fundamentalmente N-HN4+) sobre la acumulación de compuestos bioactivos de alto valor 
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biotecnológico como son las sustancias antioxidantes y fotoprotectoras que tienen también carácter 
nutracéutico. La producción de compuestos bioactivos requiere una buena productividad de biomasa, 
esta producción debe ser monitorizada y controlada a través del estado fisiológico de las algas mediante  
sistemas no intrusivos, como es la fluorescencia in vivo de la clorofila a (Figueroa et al. 2012; Jerez et 
al. 2016). 
A continuación se hace una síntesis crítica de los resultados de la tesis abordando en primer 
lugar, los datos relativos al crecimiento, morfología, productividad la biomasa, biofiltración de N-NH4+
y control  del estado fisiológico y producción fotosintética mediante la fluorescencia in vivo de la 
clorofila a, después se discutirán los resultados relacionados con la acumulación de compuestos de 
metabolismo primario (proteínas, lípidos y carbohidratos) en un contexto de uso nutracéutico de la 
biomasa y de compuestos de metabolismo secundario (pigmentos accesorios como las 
ficobiliproteínas, MAAs y compuestos fenólicos) así como la actividad antioxidante relacionada con 
el contenido y composición de estos metabolitos contendido en los extractos de Hydropuntia cornea y
Gracilariopsis longissima. Se discute el uso de estos compuestos como cosmecéuticos. Finalmente, en 
el último capítulo se trata la aplicación cosmética de los extractos analizando la citotoxicidad de esto 
en H. cornea y G. longissima en líneas celulares estandarizadas (humanas y murinas), así como su 
inmunológica terminando con el diseño y valoración de un producto cosmético con capacidad 
antioxidante y fotoprotectora basado en extractos concentrados de H. cornea y otros componentes 
empleados en cosmética natural. 
1. Crecimiento, morfología, productividad de la biomasa, tasa fotosintética y 
biofiltración  
El uso de macroalgas como organismos biofiltrantes en un sistema de biodepuración está 
ampliamente descrito en la literatura científica (Buschmann et al. 2017), máxime si a partir de la 
biomasa resultante, se obtienen productos con alto valor añadido (Stengel & Connan, 2015; 
Macciavello & Bulboa 2017). El cultivo en altos niveles de N-NH4+ pretende emular las condiciones 
que se dan en efluentes de diverso origen como pueden ser las piscifactorías, y por lo tanto, en la 
simulación de sistemas de acuicultura multitrófica integrada (IMTA). En este estudio nos hemos 
centrado en dos especies, Hydropuntia cornea y Gracilariopsis longissima para las cuales existe 
tecnología de cultivo y ya han sido cultivadas satisfactoriamente. H. cornea es una alga de origen 
tropical (Nuñez-Rezendiz et al. 2016) que se cultiva de forma vegetativa en tanques de 800-1500 L de 
capacidad en agua de mar suplementada con efluentes de piscifactorías o N-NH4+ que los emulan  
(Suárez Álvarez, 2004; Benkaddour, 2006; Gónzález-González, 2010) presentando una alta 
eliminación de nutrientes (Pinchetti et al 2011; Figueroa et al. 2012; Robledo et al. 2014). En cultivos 
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a una densidad de 6 g PF L-1, se encontró una alta productividad de biomasa en H. cornea (22-29 g de 
PS m-2 d-1) (Viera et al. 2011; Gómez-Pinchetti et al., 2011). Por otro lado, G. longissima es un alga de 
climas templados que crece en esteros también con altos niveles de N (Hernández et al. 2006)  y que 
está investigándose su cultivo de forma vegetativa en sistemas de cuerdas en la Bahía de Cádiz (Ortega 
2015), por lo tanto, esta especie se ha cultivado en sistemas de acuicultura extensiva mostrando un 
buen crecimiento respecto a otras especies (9 % d-1) (Hernández et al. 2006). Otra especie a la que se 
le ha prestado más atención en esta Tesis Doctoral, ha sido Halophytis incurva, la cual también ha 
cultivada en efluentes de piscifactoría a una densidad de 5 g PF L-1 con una productividad de biomasa 
de aproximadamente 16 g de PS m-2 d-1 (más baja que en H. cornea y G. longissima) y una eficiencia 
de asimilación de nitrógeno (NUE) del 47% (Gómez-Pinchetti et al. 2011). 
Así pues, en esta Tesis Doctoral, se cultivaron H. cornea, G. longissima y H. incurva durante 
14 días en condiciones de laboratorio bajo UVR y en altos de N-NH4+ (150 µM). También se realizó 
un experimento bifactorial 2 x 2 (2 tipos de radiación: PAR y PAB y 2 niveles de nutrientes: alta y baja 
disponibilidad de nutrientes) para G. longissima exclusivamente. También se realizó un experimento 
bifactorial para Hydropuntia cornea, pero lugar de en condiciones de laboratorio, se hizo a mesoescala 
(tanques de 90L y a una densidad 9 g PF L-1) y bajo radiación solar filtrada (sin UVR, bajo invernadero)
o con radiación solar. En este experimento se simularon las condiciones de efluentes de piscifactoría 
modificado los flujos de N-NH4+ creando condiciones de alta o baja disponibilidad de acuerdo a Gómez 
Pinchetti et al. (2011). 
Las especies H. cornea, G. longissima y H. incurva en condiciones de laboratorio, mantuvieron 
altas tasas fotosintéticas (ETRmax), niveles altos de Fv/Fm, altos contenidos en compuestos de interés y 
un crecimiento de la biomasa, a excepción de H. incurva. La morfología, el color, las ramificaciones y 
el grosor, se vieron alterados determinando fuertemente la capacidad y la producción fotosintética. 
Altos niveles de UVR en el día 14 de experimento (final) causaron aumento en la irradiancia óptima 
(Im) en las tres especies tal como se observó en otros estudios para macroalgas (Häder et al. 2001).
Recientemente, se ha demostrado que dosis moderadas de UVA aumentan el crecimiento tanto de algas 
rojas, cómo de verdes y pardas (Xu and Gao 2016) así como la fijación fotosintética de CO2 (Helbling 
2003; Gao et al. 2007). La presencia de radiación UVB en este estudio, y en dosis moderadas, también 
produce un efecto positivo sobre la fotosíntesis de las especies estudiadas, tal como se ha reportado en 
macroalgas que habitan ambientes con altas dosis de UVR como en el Mediterráneo (Flores-Moya et 
al. 1999) o zonas tropicales (Hanelt & Roleda 2009). Las diferencias explicadas anteriormente para las 
especies de este estudio pueden ser igualmente demostradas por la relación ETRmax/NPQmax donde H. 
incurva presentó valores más altos y menor disminución que en  H. cornea y G. longissima. Las 
variaciones de ETRmax/NPQmax con los cambios de UVR sugieren a este parámetro como un buen 
indicador de su efecto sobre las respuestas fotosintéticas, es decir, la relación entre la capacidad 
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fotosintética (o productividad de biomasa) y la disipación de energía (Figueroa et al. 2014). La relación 
C/N se redujo para las especies cultivadas en UVR. En estas especies, la UVR aumenta la acumulación 
de N y el potencial de crecimiento. Varios autores han propuesto que la acumulación de N sirve para 
la síntesis adicional de compuestos, como los fotoprotectores los cuales tienen pueden reducir los daños 
que esta radiación genera (Korbee et al. 2005; Huovinen et al. 2006; Figueroa et al. 2009).  
En el experimento bifactorial para G. longissima, respecto al anterior experimento donde solo 
hubo un único nivel de nutrientes, podemos determinar los posible efectos interactivos entre UVR y
N-NH4+ sobre la productividad de compuestos bioactivos. En presencia de UVR y altos niveles de 
nutrientes, se estimuló el metabolismo secundario, manteniendo una alta producción fotosintética y 
mostrando cambios estructurales en los orgánulos a nivel celular. Bajo UVR, G. longissima mostró un 
engrosamiento de la pared celular y una excreción de polisacáridos que conforman una matiz 
extracelular (Schmidt et al. 2010). Esto pone de manifiesto que G. longissima presenta estrategias de 
defensa física frente a UVR, la cual prevendría de la penetración de dicha radiación (Hollósy 2002).
Este patrón probablemente también estimula la actividad bioquímica del aparato de Golgi induciendo 
a la formación de vesículas, las cuales contienen fibras que conformarían la matriz polimérica de la 
pared celular.  
En la Tabla D.1, se recoge un resumen de los resultados en los diferentes experimentos sobre 
el ETRmax, la productividad de la biomasa y el crecimiento, comparando los valores de estas variables 
a los mismos tiempos de cultivo en experimentos de laboratorio (cilindro de 1.5 L) y mesoescala 
(tanques de 90 L). Se observa como en las condiciones de mesoescala, en H. cornea, la productividad 
fotosintética aumenta hasta 3-4 veces especialmente en los tratamientos con presencia de radiación 
solar (UVR+). Las diferencias en cuanto a productividad de la biomasa y crecimiento, fueron aún 
mayores en condiciones de mesocosmos. Estos resultados nos lleva a concluir que el conjunto de 
condiciones como el hidrodinamismo, la disponibilidad de nutrientes así como la fuente de radiación 
natural, favorecen el crecimiento de H. cornea. Los valores de producción están del orden e incluso 
algo mayores que los reportados previamente por Gómez-Pinchetti et al. (2011). Las productividad y 
tasas de crecimiento fueron algo mayores en G. longissima que en H. cornea, lo que confirma que es 
también un alga potencialmente cultivable y de un gran interés biotecnológico. 
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Tabla D.1. Producción fotosintética expresada como ETRmax (mol e- m-2 s-1), productividad de la 
biomasa medida (g PS m-2 d-1) y tasa de crecimiento en (% día-1) para H. cornea y G. longissima
cultivada en laboratorio y a mesoescala. No se disponen de datos experimentales para estas variables 
durante la etapa de ficoprospección, al igual que no se disponen de datos experimentales del cultivo en 
mesocosmos para G. longissima.  
Variable Especie Tiempo (días) Radiación Ficoprospección Laboratorio Mesoescala
ETRmax
(µmol e- m-2 s-1)
Hc
0 - - 1.7 ± 0.4 5.5 ± 0.8
8
UVR-
-
3.5 ± 0.8 8.4 ± 0.7
UVR+ 3.2 ± 0.7 9.9 ± 1
14
UVR- 8 ± 0.2 8.5 ± 1.2
UVR+ 3.5 ± 0.7 10 ± 0.4
Gl
0 - - 1.4 ± 0.1 -
8
UVR-
-
4.5 ± 0.2 -
UVR+ 6.5 ± 0.6 -
14
UVR- 5.5 ± 0.4 -
UVR+ 7.2 ± 0.6 -
Productividad
(g PS m-2 d-1)
Hc
0 - - -
8
UVR-
-
9.3 ± 0.4 80.2 ± 10.0
UVR+ 7.1 ± 0.1 74.4 ± 4.3
14
UVR- 4.4 ± 0.8 40.0 ± 5.2
UVR+ 5 ± 0.1 60.6 ± 7.6
Gl
0 - - -
8
UVR-
-
12.1 ± 1.1 -
UVR+ 17.1 ± 0.6 -
14
UVR- 7.8 ± 0.1 -
UVR+ 7.9 ± 0.1 -
Crecimiento
(% d-1)
Hc
0 - - -
8
UVR-
-
1.4 ± 0.2 13.0 ± 1.3
UVR+ 1.7 ± 0 11.0 ± 0.3
14
UVR- 0.8 ± 0.2 9.2 ± 0.6
UVR+ 1.1 ± 0 10.9 ± 0.9
Gl
0 - - -
8
UVR-
-
2.6 ± 0.3 -
UVR+ 3.3 ± 0.2 -
14
UVR- 1.5 ± 0 -
UVR+ 1.4 ± 0 -
H. cornea modificó su morfología, indicando una amplia plasticidad fenotípica, lo cual nos da 
una idea de la capacidad adaptación que posee para ocupar un r ango amplio de medios físicos y 
bióticos. Estos cambios pueden ser fácilmente apreciados para esta especie en función del aporte de 
nutrientes, la cantidad y la calidad espectral a la que sea sometida. Uno de los cambios morfológicos 
con mayor implicación funcional es el aumento de relación Superficie/Volumen (S/V) lo que permite 
una mayor incorporación de nutrientes o captación de radiación en periodos de escasez (aumentando 
y alargando las ramificaciones) o reduciendo la relación C/N por disminución de densidad y grosor de 
las ramificaciones en periodos de alta irradiancia. También, debido a encontrarse libres en la columna 
de agua, van adquiriendo morfologías más esféricas (ballforming) debido al movimiento de turbulencia 
que provoca la aireación. Así consiguen aumentar la capacidad de incorporación de nutrientes tal y 
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como se ha observado anteriormente en otras especies (Figueroa et al. 2008; Mata et al. 2010). Además 
de la diferente composición bioquímica la cual proporciona diferentes propiedades alimenticias o 
cosmecéuticas, la diferencia en la coloración de la especie (por efecto del contenido pigmentario) esto 
puede ser explotado en el ámbito de la gastronomía para la oferta de recetas atractivas y creativas. La 
empresa Acadian Seaplants Limited (Canadá), comercializa algas frescas de la especie Chondrus 
crispus con distinta pigmentación, lo que consideran un atractivo gastronómico. 
Los resultados mostraron que H. cornea puede actuar como un eficiente organismo biofiltrador 
de efluentes nitrogenados (N-NH4+) con valores de NUE de hasta el 99% a un flujo de NH4+ de 24 L 
h-1. La evolución que siguió esta especie durante el experimento, a pesar de seguir disponiendo de la 
misma cantidad de N entrante, fue una disminución de la tasa de eliminación. Esto pone de manifiesto 
que la estrategia nutritiva que si gue esta especie, es la captación de N en periodos donde no hay 
disponibilidad para acumularlo probablemente en forma de metabolitos que actúen como reservorio. 
El rendimiento máximo de N (productividad de N), como otro parámetro para evaluar la capacidad 
biofiltradora, en H. cornea fue de 2 g N m-2 d-1 para los tratamientos con HN. Estas cantidades son 
superiores a otras especies estudiadas: Ulva rigida (1.4 g N m-2 d-1) (Mata and Santos 2003), Ulva 
lactuca (0.5 g N m-2 d-1) (Figueroa et al. 2009), Gracilaria conferta (0.8 g N m-2 d-1) (Figueroa et al. 
2010), pero inferiores a otras especies que también suscitan interés como biofiltros tal  com o 
Asparagopsis armata (2.7-5.9 g N m-2 d-1) (Schuenhoff et al. 2006). Gómez-Pinchetti et al. (2002),
reportaron valores mucho más altos, para H. cornea, crecida en efluentes de estanques de peces en 
tanques de 1000 L y 0.8 m de diámetro: 10.1 g N m-2 d-1 (algas cultivadas bajo radiación solar) y 6.1 g 
N m-2 d-1 (algas cultivadas en invernadero sin UVR).
La productividad de la biomasa fue determinada mediante el pesaje de las algas, por lo que por 
primera vez y en esta Tesis Doctoral, hemos aplicado una metodología ya reportada en microalgas 
(Jerez et al. 2016) para estimar la productividad de la biomasa a partir de la tasa fotosintética expresada 
como tasa de transporte electrónico (ETR) a partir de las medidas de fluorescencia in vivo de la clorofila 
a asociada al PSII. La productividad de la biomasa estimada (eBP) a partir de ETRmax en un ciclo diario 
mostró una relación lineal, estadísticamente significativa, con la productividad de la biomasa medida 
(mBP). En este caso, la productividad estimada de biomasa fue cercana a los valores medidos, siendo 
sólo 58 y 54% menor. Esta subestimación hallada, concuerda con los resultados encontrados por Jerez 
et al. (2016) en Chlorella vulgaris cultivada a baja densidad (< 1.5 g PF L-1), donde se observó una 
pendiente de 0.42. Por el contrario, un aumento en la linealidad y una relación más cercana a la relación 
1:1 ha sido demostrada en cultivos de alta densidad, lo que indicaría que los procesos fotosintéticos en 
H. cornea se mantuvieron estrechamente vinculados a la productividad de biomasa como Jerez et al. 
(2016) interpretó en el estudio de Chlorella fusca. Los resultados encontrados para H. cornea indican, 
por tanto, un acoplamiento entre la fotosíntesis (ETR) y productividad de la biomasa (g PS m-2 d-1) 
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(Falkowski and Raven 2013) aunque matizando que se pueden dar varias interpretaciones para explicar 
la baja correlación entre la productividad estimada y medida. La más aceptada podría ser explicada a 
través de la disminución significativa de la actividad fotosintética en respuesta a las altas irradiancias 
pudiendo conllevar posibles daños en el PSII, lo que conduciría a procesos alternativos en el ciclo de 
electrones. Estos podrían inducir un desacoplamiento entre el PSII y la evolución neta del O2 y mayor 
contribución de la reacción Mehler asociada al PSI (Kromkamp et al. 2009; Ralph et al. 2010; Jerez et 
al. 2016) . 
2. Compuestos bioactivos  
De los experimentos realizados tanto en el laboratorio como a mesoescala, se demuestra que 
existió un efecto interactivo de UVR y de los nutrientes sobre la acumulación de compuestos del 
metabolismo primario (proteínas, lípidos y carbohidratos) así como del metabolismo secundario 
(ficobiliproteínas, compuestos fenólicos y MAAs).  
Los compuestos primarios (Tabla D.2) alcanzan valores más altos en las algas cultivadas tanto 
en el laboratorio como a mesoescala (90 L) respecto a las algas recolectadas (G. longissima recolectada 
de los esteros de la bahía de Cádiz y H. cornea o cultivadas en tanques de mantenimiento de 1000 L
en BEA). Al comparar los datos de laboratorio y mesoescala se observa que en H. cornea, los 
contenidos de proteínas y lípidos son más altos en algas cultivadas en el laboratorio que a mesoescala, 
sin embargo, con los niveles de carbohidratos ocurrió justo lo contrario. Probablemente, la mayor 
actividad fotosintética (mayores tasas de crecimiento), conlleva a una acumulación de compuestos 
carbonados y componentes celulares de la  pared celular constituida por polisacáridos del tipo agar. 
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Tabla D.2. Contenido en proteínas, lípidos y carbohidratos expresados en % de PS en la biomasa 
para H. cornea y G. longissima durante el periodo de ficoprospección (G. longissima recolectada de 
los esteros de la bahía de Cádiz y H. cornea o cultivadas en tanques de mantenimiento de 1000 L en 
BEA), y en condiciones del cultivo experimentales en laboratorio y a mesoescala. No se disponen de 
datos experimenta del cultivo en mesocosmos para G. longissima.
Variable Especie Tiempo (días) Radiación Ficoprospección Laboratorio Mesoescala
Proteínas 
(%)
Hc
0 -
6.73 ± 0.29
19.4 ± 1.7 9.6 ± 0.2
8
UVR- 15.7 ± 1.4 13.6 ± 0.9
UVR+ 16 ± 1.7 15.2 ± 1.6
14
UVR- 17.2 ± 1.4 14.1 ± 1.5
UVR+ 14.1 ± 1 13 ± 0.6
Gl
0 -
7.14 ± 0.17
16.4 ± 0.6 -
8
UVR- 15.1 ± 0.4 -
UVR+ 17.6 ± 2 -
14
UVR- 14 ± 1 -
UVR+ 14.4 ± 0.6 -
Lípidos 
(%)
Hc
0 -
1.7 ± 0.7
5.2 ± 1 2.9 ± 0.7
8
UVR- 7.5 ± 0.3 3.6 ± 0.5
UVR+ 7.9 ± 0.8 3.5 ± 0.3
14
UVR- 7.2 ± 0.3 2.7 ± 0.3
UVR+ 11.1 ± 0.8 1.7 ± 0.5
Gl
0 -
5.6 ± 1.2
4.4 ± 0.4 -
8
UVR- 7 ± 0.5 -
UVR+ 6.9 ± 0.3 -
14
UVR- 6.9 ± 0.9 -
UVR+ 10 ± 0.8 -
Carbohidratos (%)
Hc
0 -
8.2 ± 2.4
19 ± 1 40.4 ± 2.2
8
UVR- 13.1 ± 3.5 26.7 ± 2.4
UVR+ 28.3 ± 2.4 28 ± 2.8
14
UVR- 21.3 ± 1.8 36.3 ± 2.8
UVR+ 28.5 ± 1.5 45.2 ± 9.6
Gl
0 -
14.8 ± 1.5
18 ± 0.8 -
8
UVR- 19.8 ± 2.6 -
UVR+ 12.7 ± 2 -
14
UVR- 36.5 ± 2.3 -
UVR+ 35.1 ± 1.8 -
 
En el caso de los compuestos relacionados con el metabolismo secundario (ficobiliproteínas, 
compuestos fenólicos y MAAs), los contenidos fueron mucho más altos en algas cultivadas en el 
laboratorio o a mesoescala que en algas recolectadas (Tabla D.3). A su vez, los contenidos de 
compuestos bioactivos fueron mayores en los cultivos a mesoescala que en los del laboratorio, al 
contrario que ocurrió con el contenido en proteínas y lípidos. 
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Tabla D.3. Contenido de aminoácidos tipo micosporina (MAAs), compuestos fenólicos y 
ficobiliproteínas expresados en (mg g-1 PS) y capacidad antioxidante (mol TEAC g-1 PS) para H. 
cornea y G. longissima durante el periodo de ficoprospección (G. longissima recolectada de los 
esteros de la bahía de Cádiz y H. cornea o cultivadas en tanques de mantenimiento de 1000 L en 
BEA), y en condiciones del cultivo experimentales en laboratorio y a mesoescala. No se disponen de 
datos experimenta del cultivo en mesocosmos para G. longissima.
Variable Especie Tiempo (días) Radiación Ficoprospección Laboratorio Mesoescala
MAAs 
(mg g-1 PS)
Hc
0 -
0.32 ± 0.1
0.1 ± 0.0 0.3 ± 0
8
UVR- 0.2 ± 0.0 0.5 ± 0.1
UVR+ 0.8 ± 0.1 1.1 ± 0.2
14
UVR- 0.1 ± 0.0 1.4 ± 0.2
UVR+ 0.5 ± 0.1 3 ± 0.5
Gl
0 -
0.19 ± 0.05
0.3 ± 0.1
8
UVR- 0.5 ± 0.0
UVR+ 1.6 ± 0.1
14
UVR- 0.3 ± 0.0
UVR+ 0.7 ± 0.0
Compuestos
fenólicos
(mg g-1 PS)
Hc
0 -
2.3 ± 0
12.4 ± 0.5 13.5 ± 0.9
8
UVR- 13.2 ± 1.1 26.8 ± 2.1
UVR+ 18.9 ± 0.7 34.8 ± 1.4
14
UVR- 13.3 ± 0.8 36.2 ± 1.4
UVR+ 13.7 ± 0.2 37 ± 3.3
Gl
0 -
1.2 ± 0
7.4 ± 0.2
8
UVR- 10.5 ± 0.9
UVR+ 12.8 ± 0.3
14
UVR- 10.7 ± 0.3
UVR+ 10.1 ± 0.5
Ficobiliproteínas 
(mg g-1 PS)
Hc
0 -
1.3 ± 0.3
1.1 ± 0.2 1.7 ± 0.7
8
UVR- 1.0 ± 0.1 1.9 ± 0.8
UVR+ 0.8 ± 0.1 3.2 ± 1.6
14
UVR- 1.9 ± 0.1 2.9 ± 0.5
UVR+ 1.2 ± 0.2 5.4 ± 1
Gl
0 -
2.6 ± 0.3
4.7 ± 0.4
8
UVR- 3.0 ± 0.3
UVR+ 2.1 ± 0.2
14
UVR- 3.2 ± 0.2
UVR+ 3.4 ± 0.2
Antioxidantes 
(µmol TEAC g-1
PS)
Hc
0 -
14.6 ± 0.1
29.8 ± 0.9 10.4 ± 0.8
8
UVR- 33 ± 1.1 49.1 ± 4.5
UVR+ 62.9 ± 1.7 42.4 ± 5.3
14
UVR- 36.7 ± 1.3 44 ± 2.3
UVR+ 42.2 ± 0.4 58.6 ± 1.9
Gl
0 -
11.7 ± 0.5
20.7 ± 0.8
8
UVR- 29.7 ± 0.7
UVR+ 36.6 ± 1.5
14
UVR- 30.1 ± 0.9
UVR+ 30.6 ± 0.5
El mayor contenido de compuestos bioactivos en cultivos a mesoescala que en laboratorio 
rindió una mayor actividad antioxidante la cual fue también mayor que el de las algas recolectadas del 
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medio natural (Tabla),  excepto en H. cornea a los 8 días de cultivo que fue mayor en algas cultivadas 
que en el laboratorio. 
El contenido de MAAs totales, para el experimento en laboratorio, se incrementó 
considerablemente para todas las especies bajo UVR, con respecto a las condiciones iniciales 
alcanzado los valores máximos en las especies el octavo día del experimento (+83% en H. cornea,
+55% en G. longissima y 70% en H. incurva). Además, el contenido de MAAs se correlacionó 
significativamente con la capacidad antioxidante. Por lo tanto, además de la capacidad fotoprotectora, 
los MAAs también estarían actuando como potenciales antioxidantes en estas especies.  
Los compuestos fenólicos también se correlacionaron con el contenido en MAAs para H. 
cornea y G. longissima. Esto podría explicar la aclimatación efectiva al aumento de la UVR en el 
tratamiento bajo UVR, tal como ha sido reportado por otros autores (Rice-Evans et al. 1997; Karsten 
et al. 2009). Los compuestos fenólicos acumulados bajo un alto disponibilidad de nutrientes, pueden 
proteger a  las algas contra la UVR. Estas dos especies mostraron una correlación positiva con el 
contenido de Palythine (r = 0.88 y 0.76; p < 0.00) y Palythinol (r = 0.80 y 0.76; p < 0.00) en H. cornea
y G. longissima, respectivamente, que se correlacionó con el aumento en el contenido fenólico. Solo 
en G. longissima se correlacionó el contenido de Asterina-330 (r = 0.66; p < 0.00) con los compuestos 
fenólicos. En H. incurva, no se encontró correlación significativa a pesar de poseer gran cantidad de 
compuestos fenólicos (Güenaga 2011). Estas correlaciones entre compuestos fenólicos y MAAs se 
explicarían a través de la ruta biosintética de ambos grupos de compuestos (ruta del ácido shikímico), 
donde compartirían algún sustrato común el cual es inducido bajo UVR y los nutrientes. En algas 
pardas, por ejemplo, se ha demostrado que los compuestos fenólicos se acumulan y fotoprotegen el 
aparato fotosintético (Cerantola et al. 2006). 
Respecto a la composición de fotoprotectores y capacidad antioxidante en G. longissima, en el 
experimento bifactorial, se observó una interacción significativa entre la UVR y la disponibilidad de 
nutrientes en la acumulación de proteínas, MAAs y compuestos fenólicos. Los MAAs totales en G. 
longissima aumentaron interactivamente bajo UVR y en alta disponibilidad de nutrientes (65% 
respecto a los otros tratamientos). El contenido de ficobiliproteínas aumentó significativamente en 
tratamientos con alta disponibilidad de nutrientes independientemente de la luz (PAB o PAR). Las 
ficobiliproteínas también ejercen un rol fotoprotector en G. longissima, por lo que se ven influencias 
por UVR (Boulay et al. 2008). Estos pigmentos no fueron degradados bajo UVR en condiciones de 
alto disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, en baja disponibilidad de nutrientes, el contenido de 
ficobiliproteínas sí se redujo significativamente. Este mismo patrón se observó en Porphyra sp. en un 
experimento similar (Korbee et al. 2004b).  
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Los compuestos fenólicos, en presencia de UVR, tanto en alta como en baja disponibilidad de 
nutrientes, fueron mayores a los encontrados bajo PAR. Estos resultados respecto al contenido de 
compuestos fenólicos, concuerdan con los resultados por Qu et al. (2014), donde encontraron 
compuestos nitrogenados bromofenólicos en Osmundaria colensoi y Rhodomela confervoides, los 
cuales parecen ser estimulados por UVR y por la disponibilidad de N en el medio, lo cual apuntaría a 
que también, estos metabolitos, tendrían un rol como reservorio de N celular (Qu et al. 2014), al igual 
que otras moléculas como los MAAs (Korbee et al. 2004b).  
En el estudio bifactorial y a mesoescala, en H. cornea, se observó que la eficiencia de 
incorporación de nitrógeno (NUE %) máxima se alcanzó en los cultivos en el exterior, en los que 
también se encontró una mayor concentración de MAAs, con respecto a los cultivos que se situaron en 
el interior. Este resultado sugiere que a un flujo alto de N-NH4+ de 150 μM h-1, el N disponible en el 
medio, procedente de los efluentes, se emplea preferentemente en la síntesis de MAAs, coincidiendo 
con lo observado por Figueroa et al. (2012). Esto, unido a que la concentración de Chla y
ficobiliproteínas también es mayor en las algas cultivadas en presencia de UVR, puede ser indicativo
de que esta radiación estimule la movilización del N disponible en el medio hacia la síntesis de 
compuestos nitrogenados. Es interesante destacar que solo resultó afectada la ficobiliproteína más
externa del ficobilisoma, la ficoeritrina. Esto demuestra en H. cornea que este pigmento accesorio 
puede ser desacoplado del complejo supramolecular para formar agregados en el citoplasma que 
servirían de reservorio de N (Talarico and Maranzana 2000). De esta forma, cuando H. cornea se
encuentra bajo limitación de este nutriente, se produce la degradación de los ficobilisomas 
empleándose el N contenido en otras prioridades celulares (Aráoz and Häder 1997). De lo contrario, 
bajos niveles de N en el cultivo reducen el contenido pigmentario de Chla y ficobiliproteínas (Beardall 
et al. 1991; Wulff et al. 2000). La proteólisis de las ficobiliproteínas, que puede representar el 17.3% 
de las proteínas solubles de las algas rojas (Hernández et al. 1993), proporciona a las células los 
aminoácidos necesarios para el metabolismo principal. Cuando los organismos son privados de un 
nutriente esencial, los ficobilisomas se degradan específicamente (Aráoz and Häder 1997). Así pues, 
tanto en H. cornea como en otras algas rojas y cianobacterias, las ficobiliproteínas tienen dos funciones 
principales, servir de pigmento accesorio al cloroplasto para aumentar la capacidad de absorción 
espectral, y como proteínas de almacenamiento (reservorio de N). En concreto, las ficobiliproteínas 
del orden Gracilariales, en el cual se incluye H. cornea, representan una gran reserva de N y muchos 
estudios han demostrado que sus concentraciones están correlacionadas positivamente con la 
disponibilidad de N (Lapointe 1981; Lapointe and Duke 1984; Vergara et al. 1995; Jones et al. 1996).
Además, es necesario destacar que Vergara et al. (1995) demostraron que la síntesis de ficobiliproteínas 
es estimulada preferentemente con respecto a la síntesis de otras proteínas, en respuesta pulsos de N 
en Gracilariopsis lemaneiformis (Zubia et al. 2014). 
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En condiciones de radiación UV y alta disponibilidad de N-NH4+, H. cornea presentó una alta 
acumulación de compuestos bioactivos de interés tanto nitrogenados: aminoácidos tipo micosporina, 
como carbonados: ácidos grasos poliinsaturados (Omega-6) y compuestos fenólicos. Por otro lado la 
mayor acumulación de proteínas, pigmentos fotosintéticos (clorofila, carotenoides y ficobiliproteínas), 
ácidos grasos poliinsaturados (Omega-3) y actividad antioxidante, se produjo en altos niveles de N-
NH4+ pero en ausencia de UVR. Finalmente el nivel más alto de lípidos y carbohidratos se alcanzó en 
presencia de UVR pero con baja disponibilidad de N. El contenido más alto de MAAs totales (mg g-1
PS), se alcanzó  tras 35 días de cultivo en alta disponibilidad de N-NH4+, produciéndose un incremento 
de 16 veces (hasta 5 mg MAAs g-1 PS) con respecto a los valores iniciales. La productividad de MAAs 
(mg MAAs m-2 d-1), aumentó en todos los tratamientos con el tiempo, logrando valores máximos a los 
28 días de cultivo (237 mg MAAs m-2 d-1) para el tratamiento con alto N-NH4+ en presencia de UVR 
(bajo radiación solar), siendo éste el mayor de los valores reportados en la bibliografía sobre 
productividad de MAAs en algas cultivadas (Figueroa et al. 2008, 2010, 2012; Barceló-Villalobos et 
al. 2017). El contenido de ácidos grasos monoinsaturados (MUFAs) y de ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFAs), aumentaron un 77 y 93% de promedio, respectivamente en todos los tratamientos respecto a 
los contenidos iniciales, reduciéndose así el contenido en ácidos grasos saturados (AGS) en un 55%.   
A los 7 días de cultivo, para H. cornea dentro del invernadero (sin UVR), la proporción 
Omega-6/Omega-3 de la biomasa algal fue 3.2-3.4, mientras que en el exterior (con UVR solar) fue de 
1.4-7.3. Los valores óptimos recomendados para la proporción Omega-6/Omega-3 en una d ieta 
saludable son de 1-2 (Simopoulos 2002, 2016). Así pues, una proporción de 2.5 reduce la proliferación 
de células cancerosas en el colón y la proporción 2-3 reduce los procesos de inflamación en pacientes 
con artritis reumatoides, mientras que valores de 5 tienen efectos positivos en pacientes con asma 
(Simopoulos 2002). Las microalgas se encuentran entre los organismos con alto contenido de ácidos 
grasos Omega-3, tanto o incluso más que el aceite de lino, las semillas de chía, el cacahuete y las 
avellanas (Conchillo et al. 2006; Simopoulos 2016). En medidas realizadas en la unidad de 
Fotobiología del SCAI (UMA), se han determinado proporciones muy favorables en Omega-6/Omega-
3 en distintas microalgas como Scenedesmus almeriensis (1.7), Isochrysis galbana (0.65),
Nannochloropsis gaditana (1.07) y Tetraselmis suecica (0.53), crecidas en las Instalaciones de Las 
Palmerillas (Fundación Caja Mar) bajo la supervisión del Dr. Gabriel Acién (datos no publicados). La 
OMS recomienda la ingesta diaria de 0.3-0.5 g de Omega-3 por día mientras que la Sociedad española 
de nutrición recomienda el consumo diario de 1-2 g día (Kris-Etherton et al. 2003). El Omega-3 tiene 
efectos beneficiosos en la función visual, cognitiva, disminuye la presión arterial y previene alergias y 
enfermedades autoinmunes (Calder 2015). Por lo tanto, bajo ciertas condiciones de cultivo, la biomasa 
de H. cornea adquiere características como alimento funcional relacionada con los ácidos grasos a
pesar de que el contenido en lípidos totales no sea tan alto (3.6% como máximo) como el de microalgas, 
las cuales tienen un contenido promedio del 30%, aunque hay especies que alcanzan niveles del 60-
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70% (Sharma et al. 2012; Batista et al. 2013). Los niveles de lípidos totales fueron mucho más altos en 
G. longissma que en H. cornea, alcanzando valores de hasta de un 11% tras 14 días de cultivo bajo 
UVR (Tabla D.2). Se conoce que la radiación UVA promueve la síntesis de ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs) del 37.3% al 41.3%  (Liang et al. 2006) ya que estos son sensibles a la 
oxidación inducida por UVR por lo que si la radiación aumentase, se induciría la síntesis de estos 
ácidos grasos (Stabili et al. 2012). Aunque en esta Tesis Doctoral no se hizo el perfil de ácidos grasos,
de acuerdo a Stabili et al. (2012), en G. longissima los PUFAs se encuentran en altas concentraciones. 
Así pues, G. longissima se presentaría como un alga comestible, con un perfil idóneo de ácidos grasos 
y con buen contenido en proteínas, ficobiliproteínas y MAAs entre otros. 
3. Aplicaciones cosmecéuticas: toxicidad, inmunoestimulantes, antioxidantes y 
fotoprotección para los extractos de H. cornea
Al ser las especies H. cornea y G. longissima las que presentaron mayor actividad antioxidante 
en el estudio de ficoprospección relacionado con su contenido en MAAs y compuestos fenólicos como 
también han reportado otros autores (Kladi et al. 2004; Figueroa et al. 2012) se realizó un estudio de 
citotoxicidad para evaluar la bioseguridad de los extractos para un uso posterior en aplicaciones 
cosméticas. Los extractos no fueron tóxicos para células humanas relacionadas con la piel: fibroblastos 
gingivales (HGF) y queratinocitos inmortales humanos (HaCaT) (Tabla D.4). Resultados similares, se 
encontraron estudiando los MAAs Shinorine, Porphyra-334 y Mi cosporine-glycine los cuales, de 
forma aislada, redujeron significativamente la viabilidad celular en esta misma línea celular HaCaT en 
diferentes proporciones a concentraciones de 0.1 mg mL-1 y superiores (Choi et al. 2015). También, 
Fernandes et al. (2015) encontraron que el aminoácido Micosporine-Glycine inmovilizado sobre un 
biofilm de quitosano  inducía la proliferación celular en otra línea celular dérmica (fibroblastos murinos 
L-929)  Por lo tanto, los MAAs que se encuentra presentes en H. cornea y G. longissima (4.8 y 1.62 
mg MAAs g-1 PS cuantificados en los experimentos de esta Tesis Doctoral) demuestran poseer efectos 
sobre la proliferación celular tal como reportaron Choi et al. (2015). En otro experimento in vitro donde 
se expusieron fibroblastos a radiación UVA, observaron que la aplicación de Porphyra-334 a 
concentraciones de 10-40 μM en las células también impedía la reducción de la viabilidad celular (Ryu 
et al. 2014), Por lo tanto, la aplicación de MAAs después de la exposición a UVR, contribuye a una 
mayor viabilidad celular en comparación con el control.  
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Tabla D.4. Citoxicidad de los extractos y capacidad inmunomoduladora para los extractos acuosos 
de H. cornea. Capacidad antioxidante y parámetros fotoprotectores (método COLIPA 2011) de 
preparado cosmético el cual contiene extracto de H. cornea, extracto comercial de Ginko biloba ,
aceite de Karanja (Pongamia pinnata) y Vitaminas C y E entre otros. 
Crema con filtros biológicos (Fb1)
1Citotoxicidad (EC50 mg mL-1)
Línea celular HaCaT 259.5*
Línea celular HGF 250.7*
Inmunoestimulación
TNF-α +++
IL-6 ++
2Capacidad antioxidante ABTS 10.9
Fotoprotección
FPS (290-400 nm) 15
UVAFPS (290-320 nm) 4.3
FPS/UVAFPS 3.4
FAPEBUVA (320-400 nm) 13.7
FAPEBUVB (290-320 nm) 9.9
λ crítica (nm) 385
1La citoxicidad fue evaluada para el extracto crudo y no para el preparado cosmético.
2Capacidad antioxidante expresada en µmol TEAC g-1 PS.
Una vez demostrada que los extractos no producen citotoxicidad, se evaluó la capacidad 
inmunoestimuladora de los extractos acuosos de G. longissima y H. cornea. Los extractos estimularon 
la producción de citoquinas tanto de TNF-α como IL- 6 en macrófagos de la línea celular RAW 264.7 
(Tabla D.4). Se conoce que las algas marinas son fuente natural de compuestos químicos con 
propiedades antiinflamatorias atribuidas a una gran diversidad de metabolitos de distinta naturaleza 
(Fernando et al. 2016). Otros estudios han demostrado, que los extractos de algas incrementan la 
fagocidad y la actividad de secreción de los macrófagos (Yoon et al. 2009; Yang et al. 2012). Extractos 
del alga roja Porphyra yezoensis indujeron la producción de TNF-α in vitro e in vivo en macrófagos 
murinos (Yoshizawa et al. 1995). Entre la sustancias con capacidad inmunoestimuladora, destacan los 
polisacáridos ácidos (Kim et al 2015). Los polisacáridos ácidos de Halopithys incurva inducen la 
producción de IL-6 y de óxido nítrico (Abdala et al. 2011) mientras que los de la microalga roja, 
Porphyridium cruentum, inducen tanto  TNF-α como IL- 6 en macrófagos de la línea celular RAW 
264.7 (Abdala-Díaz et al. 2010). De manera similar, otros estudios con algas rojas de la familia 
Gracilariaceae, en concreto, Gracilaria verrucosa (heterotipo de Gracilariopsis longissima en este 
estudio de acuerdo a Steentoft et al. (1995), indican que son inhibidores de la producción de mediadores 
proinflamatorios (NO, IL-6 y TNF-α) (Dang et al. 2008) debido a la bioactividad que ejercen dos ácidos 
grasos (C9 y C10)  
Los productos biotecnológicos de más alto valor añadido obtenidos mediante sistemas de 
cultivo IMTA, a partir de las especies estudiadas en esta Tesis Doctoral, podrían redirigirse para suplir 
las demandas de compuestos fotoprotectores de la industria cosmética (Figueroa et al. 2011). En los 
últimos años, la mayoría de las empresas cosméticas han lanzado productos cosmecéuticos los cuales 
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contienen fotoprotectores solares, cremas hidratantes, antioxidantes o una combinación de los tres y 
que aportan, además, ingredientes bioactivos capaces de mejorar las funciones celulares relacionadas 
con la defensa antioxidante entre otros efectos biológicos (Mufti 2003; Baran and Maibach 2017; Jahan 
et al. 2017). En esta última parte de esta Tesis Doctoral, se elaboraron 8 productos cosméticos con la 
finalidad de evaluar la capacidad fotoprotectora que otorga el extracto de H. cornea y otros 
componentes de origen natural. Todos los preparados cosméticos contuvieron los componentes 
básicos, más los componentes fotoprotectores (filtros UVR) y antioxidantes  
Primeramente, se encontró que el extracto de H. cornea, sin ser vehiculizado en ningún 
preparado cosmético, demostró por si solo una alta capacidad de absorción de UVR cuando se aplicó 
en una placa de polimetilmetacrilato a una concentración de 13.9 mg de PS de alga cm-2 (80 % de 
UVB, 86 % de UVA-II y 56 % de UVA-I). Esta alta absorción debe estar asociada a su contenido en 
moléculas fotoprotectoras: MAAs totales (hasta 5 ± 1.8 m g MAAs g-1 PS) (datos de esta Tesis 
Doctoral), al contenido en ficobiliproteínas (ficocianinas + ficoeritrinas) las cuales otorgan al extracto 
el “color rosado” (hasta 1.2 mg FC g-1 PS y 5.3 mg FE g-1 PS), además de por el alto contenido fenólico 
(hasta 95 ± 26 mg g-1 PS). El valor funcional de los preparados cosméticos elaborados en este estudio, 
no solo depende de su Factor de Protección Solar (FPS) sino también de su capacidad antioxidante la 
cual permita eliminar los radicales libres que la UVR genera en la piel. Las cremas con mayor 
capacidad antioxidante fueron aquellas que contenían todos los componentes fotoprotectores y 
bioactivos descritos en la formulación, aunque sus valores no se incrementaron de forma lineal debido 
a las interferencias o sinergias negativas que puedan darse entre los diferentes componentes. El 
segundo preparado cosmético que más actividad antioxidante demostró fue, el que contenía extractos 
de H. cornea (15 % del total de la crema) y extracto de G. biloba (5 % del total de la crema) además
de aceite de Karanja. Estos tres componentes añadidos a un producto cosmético, aumentan la capacidad 
antioxidante respecto a los valores basales.  
La radiación UVA, en comparación con la UVB, puede penetrar más profundamente a través 
de la piel (Tuchinda et al. 2006) siendo principalmente responsable del fotoenvejecimiento y cáncer de 
piel (Sliney 2001, Young 2003). Es por esto por lo que los esfuerzos científicos actuales están dirigidos 
a la fotoprotección de estas longitudes de onda (UVAFPS). De acuerdo a la literatura científica, un 
fotoprotector ideal sería aquel capaz de absorber/reflejar la energía procedente de UVA en un tercio 
respecto al intervalo de UVR total (290-400 nm), por lo tanto, los valores ideales de UVAFPS serían de 
1/3 del FPS (Osterwalder et al. 2014). En los productos elaborados en este capítulo, se obtuvieron estos 
valores de filtros biológicos (extracto de H. cornea, extracto de G. biloba y aceite de P. pinnata) (Tabla 
D.4). Aunque para la búsqueda de un producto cosmético dentro del encaje “cosmética natural” no es 
posible la adición de filtros químicos, y solo se permite la inclusión de filtros físicos o inorgánicos no 
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particulados (con limitación de cantidad en el producto) los cuales se asumen que proceden de fuentes 
minerales naturales (Kostyuk et al. 2017). 
En esta última parte de esta Tesis doctoral, se propone usar como complemento a los clásicos 
parámetros fotoprotectores que vienen usándose desde hace décadas (FPS y UVAFPS), los Factores de 
Protección Frente a Efectos Biológicos (FAPEB). Este nuevo parámetro ofrece una información más 
detalla sobre la fotoprotección frente a otros efectos biológicos inducidos por UVB y UVA (López-
Figueroa et al. 2009). Si bien, el FPS (290–400 nm) solo tiene en cuenta para su cálculo el espectro de 
acción para la producción de eritema en la piel y el UVAFPS, solo tiene en cuenta el espectro de acción 
para la pigmentación persitente, el FAPEB es propuesto en este estudio como un nuevo parámetro 
integrador de otros efectos biológicos tanto de UVB como de UVA (13 además de los dos empleados 
para el FPS y UVAFPS) sobre patologías de la piel, ojos y a nivel molecular. Así pues, debido a la 
novedad que supone este nuevo parámetro, no existen valores estándar ideales como en el caso del FPS 
y UVAFPS, los cuales sirvan como referencia para realizar comparativas entre productos o 
formulaciones. Los resultados que arrojan este estudio para las formulaciones propuestas, muestran los 
valores de FAPEBUVB y FAPEBUVA más altos en los preparados donde se mezclaron los filtros físicos 
y químicos, ya que ambos ofrecen absorción conjunta a cada intervalo espectral consiguiendo así un 
fotoprotector de amplio espectro (Osterwalder et al. 2014). También, la mezcla entre los filtros 
químicos y biológicos otorga al producto cosmético una alta fotoproteccion frente  a otros efectos 
biológicos. Para este nuevo parámetro fotoprotector, también se han logrado unos aceptables resultados 
cuando solamente se emplearon filtros biológicos en los preparados cosmético elaborados (extracto de 
H. cornea, extracto de G. biloba y aceite de P. pinnata). La amplia fotoprotección que otorgan las 
sinergias entre los metabolitos fotoprotectores contenidos en estas especies (Patil et al. 2015; Novza &
Popova 2016; Cefali et al. 2016), consiguen obtener en un producto un amplio espectro de absorción 
tanto de FAPEBUVB como de FAPEBUVA que proteja de los efectos biológicos novicos de esta radiación 
sobre la piel, ojos y nivel molecular (Almutawa et al. 2013). Además de las propiedades antioxidantes 
de los MAAs, en los últimos años han surgido otras propiedades biológicas interesantes de gran 
aplicabilidad en el ámbito cosmecéutico. El aminoácido Porphyra-334, encontrado en las especies 
estudiadas en esta Tesis Doctoral, protege contra la formación de dímeros de ADN lo cual contribuye 
a la reducción del daño del ADN debido a UVR (Misonou et al. 2003). De la Coba et al. (2009) también 
demostraron que Porphyra-334 más Shinorine contrarrestan los cambios bioquímicos en la piel de 
ratones albinos, expuesta a UVR al mantener la expresión de la proteína de choque térmico Hsp70, un 
biomarcador potencial de daño UV agudo. El aminoácido Pophyra-334 es quizás el que más 
potencialidad cosmecéutica presenta, puesto que previene el fotoenvejecimiento inhibiendo la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la metaloproteinasa en la piel, así como inductor 
de los componentes de la matriz extracelular (procolágeno, colágeno tipo I, elastina) y de la expresión 
proteica en fibroblastos humanos irradiados con UVA (Ryu et al. 2014). Hartmann et al. (2015) 
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investigaron el potencial de inhibición de la enzima colagenasa (responsable de la degradación del 
colágeno dérmico) a partir de MAAs aislados de algas rojas Porphyra sp. y Palmaria palmata. Choi 
et al. (2015), encontraron que los MAAs tienen efectos significativos en el proceso de cicatrización de 
heridas en queratinocitos humanos mediados por activación de quinasas de adhesión focal (FAK), 
quinasas reguladas por señal extracelular (ERK) y quinasas N-terminales c-Jun (JNK). Estos resultados 
sugieren que los MAA aceleran la reparación de heridas activando las vías de señalización FAK-
MAPK. Este estudio también indica que los MAAs pueden actuar como un nuevo agente de curación 
de heridas y además sugiere que los MAAs podrían ser un biomaterial novedoso para las terapias de 
curación de heridas. Suh et al. (2014b), investigaron en la línea celular de fibroblastos humanos HaCaT, 
los niveles de expresión de genes asociados con la actividad antioxidante, la inflamación y el 
envejecimiento de la piel en respuesta a UVR. Además, en presencia de MAAs, los genes supresores 
de UVR, de procolágeno C (gen PCOLCE) y los genes que codifican para la biosíntesis de elastina, 
que están relacionados con el envejecimiento de la piel, mostraron mayores niveles de expresión 
incrementados iguales a los de las células tratadas con UVR. Por último, más recientemente, Becker et 
al. (2016) estudiaron el rol de los MAAs como agentes inmunomoduladores en defensa de las vías 
reguladoras que se activan en el área inflamada en células mielomonocíticas humanas (cáncer de 
sangre). Se estudió el efecto de los MAAs en las cascadas de señalización central, como la activación 
del factor nuclear de transcripción factor kappa b (NF-B), así como el metabolismo del triptófano. 
Los MAAs indujeron la actividad de NF-B por lo que las vías inflamatorias se ven afectadas por los 
MAAs, pero a pesar de la similitud estructural entre los distintos MAAs estudiados (Porhyra-334 y 
Shinorine), se observaron diversos efectos en la línea celular estudiada. 
A largo plazo, el uso de filtros de protección solar de origen natural sería mucho más atractivo. 
Sin embargo, en este sentido, todavía hay mucha información escasa en la literatura científica 
(Cavinato et al. 2017). La conciencia cada vez mayor del consumidor de los peligros del sol y la 
toxicidad o fotoalergenicidad de alguno de los filtros químicos, ha influenciado la industria cosmética 
incrementando la producción e investigación de productos cosméticos fotoprotectores naturales. Es 
necesario abordar, que en la última década, se han hecho grandes esfuerzos por desarrollar filtros 
solares sin la necesidad de altas cantidades de productos químicos, ya que muchos de estos se han 
asociado con reacciones alérgicas o fototoxicidad (Kawakami and Gaspar 2015), baja fotoestabilidad 
y biodegradabilidad además de una falta de efectividad en la protección real de la piel (Kockler et al. 
2012). 
Las algas rojas y concretamente Hydropuntia cornea y Gracilariopsis longissima han 
demostrado en este estudio ser especies de una alta potencialidad para la obtención de compuestos de 
alto valor relacionado con la capacidad fotoprotectora, antioxidante e inmunoestimulante y su 
presentación en productos cosméticos fotoprotectores. Por otro lado son especies que se pueden 
Discusión general 
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cultivar de forma vegetativa y bajo altos niveles de N-NH4+ lo que no sólo permite producir de forma 
efectiva biomasa a un coste menor sino que además pueden ser usadas como algas biofiltradoras 
depurando aguas residuales de piscifactorías lo que reduciría el impacto ambiental de estas 
instalaciones.
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Conclusiones finales  
1. La extracción de compuestos bioactivos de las especies algales Gelidium corneum, Gelidium 
pusillum (Stackhouse), Porphyra umbilicalis, Halopithys incurva, Gracilariopsis longissima, 
Hydropuntia cornea, Ulva rotundata y el liquen marino Lichina pygmaea, se ve favorecida 
por el empleo de solventes hidroalcohólicos y por temperaturas moderadas que no 
comprometan la integridad molecular. 
2. Las dos especies para este estudio de ficoprospección con mayor capacidad antioxidante y 
moléculas con potencial interés biotecnológico, fueron G. longissima y H. cornea. H. incurva,
es otra especie interesante debido al alto nivel de compuestos fenólicos.  
3. Por primera vez, se describe en la literatura científica para G. longissima y H. incurva, un 
compuesto bromofenólico sulfatado (3-bromo-4,5-dihidroxifeniletanol sulfato: C8H9BrO6S), 
con una masa atómica observada de 334.91954 (para ambas especies) y una masa atómica 
calculada de 334.91959 (ppm 0.1) y 334.96646 (ppm 0.06) para G. longissima y H. incurva
respectivamente. Este bromofenol sulfatado ha sido descrito como sustancia anticancerígena 
(Liu et al. 2011) en varias líneas celulares humanas de cáncer HCT-8, Bel-7402, BGC-823, 
A549 y A2780 (Ma et al. 2006). 
4. Se confirma que los métodos más generalizados para la evaluación de la capacidad 
antioxidante, estiman el contenido en antioxidantes dependiendo de la solubilidad del radical 
en los solventes empleados para la extracción. El método ABTS, presenta los valores más 
realistas debido a que por su naturaleza química poseer la capacidad de solubilizarse tanto en 
la matriz hidrofílica como en la lipofílica. 
5. Las algas rojas, Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y Halopithys incurva
expuestas durante 14 días a UVR y a la adición de nutrientes de N y P en condiciones no 
limitantes, no manifiestas caídas en el rendimiento cuántico máximo (Fv/Fm) y presentan una 
aclimatación propia de plantas tipo-sol (incrementos de E TRmax, NPQmax y EkETR). Las 
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variaciones de E TRmax/NPQmax respecto a UVR, sugieren a este parámetro como un buen  
indicador de su efecto sobre las respuestas fotosintéticas, es decir, la relación entre la capacidad 
fotosintética (o productividad) y la disipación de energía reforzando la tesis descrita por 
Figueroa et al. (2014), para este parámetro. 
6. La UVR, en condiciones de alta disponibilidad de nutrientes, promueve en las algas rojas,
Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y Halopithys incurva la acumulación tanto de 
pigmentos fotosintéticos (clorofila a, carotenoides y ficobiliproteínas) como fotoprotectores 
(aminoácidos tipo micosporina y compuestos fenólicos) al mismo tiempo que incrementean la 
actividad antioxidante. 
7. G. longissima presenta estrategias de defensa física frente a UVR y bajo alta disponibilidad de 
nutrientes, mediante el engrosamiento de la pared celular en células corticales. Este aumento 
del tamaño de la pared celular prevendría de la penetración de dicha radiación de acuerdo a las 
observaciones realizadas por otros autores (Hollosy 2002). Este patrón, probablemente, 
también estimula la actividad bioquímica del aparato de Golgi induciendo a la formación de 
vesículas, las cuales contienen fibras que conformarían la matriz polimérica de la pared celular 
de esta especie. 
8. La clorofila a (Chla), los carotenoides, los carbohidratos (como almidón), los lípidos, la 
capacidad antioxidante y la viabilidad celular, presentan una interacción significativa entre la 
UVR y el contenido de nutrientes. G. longissima mostró una alta aclimatación a UVR y a la 
alta disponibilidad de nutrientes sin mostrar disminución en la tasa fotosintética, aumentando 
la acumulación de compuestos de N con rol fotoprotector y antioxidante.  
9. El cultivo intensivo de H. cornea a mesoescala (tanques de 90 L) durante 35 días y en un 
sistema de biofiltración con efluentes emulados de piscifactoría, transforma los nutrientes 
disueltos en biomasa rica en compuestos bioactivos. Los efectos interactivos de la radiación 
solar y el N-NH4+ repercutieron positivamente en la biofiltración (NUR y NUE %), en la 
productividad de biomasa (g m-2 d-1), en la producción fotosintética (ETRmax) y en relación 
ETRmax/NPQmax. 
10. La productividad de la biomasa estimada (eBP) mostró una relación lineal significativa con la 
productividad de la biomasa medida (mBP) en H. cornea (r = 0.61; p < 0.01). La eBP fue 
próxima a los valores de mBP, siendo un 56% menor (respecto a la pendiente) en eBP que en 
mBP. Por lo tanto, los resultados encontrados para H. cornea indican un ac oplamiento 
existente entre la fotosíntesis y la productividad de l a biomasa, aunque matizando que se 
297
 
pueden dar varias interpretaciones para explicar la baja correlación entre la productividad 
estimada y medida.  
11. La mayor acumulación de compuestos del metabolismo del N se produce en cultivos con alta 
disponibilidad de este nutriente, pero se ven influidos de forma diferente por UVR. Los 
pigmentos fotosintéticos (Clorofila, ficobiliproteínas) así como las proteínas solubles se 
acumulan más sin UVR mientras que los fotoprotectores  (MAAs y compuestos fenólicos) se 
acumulan más en presencia de UVR. Por otro lado los lípidos y carbohidratos se acumulan 
preferentemente en cul tivos con limitación de N. Sin embargo los ácidos grasos 
poliinsaturados (Omega-3 y Omega-6) se acumulan preferentemente en condiciones de alta 
disponibilidad de nutrientes. La relación Omega-6/Omega-3 (ω6/ω3), fundamental para una 
correcta actuación de estos AG en la salud humana, alcanza valores próximos a 2, lo cual 
estaría dentro de la proporción considerada como óptima para una alimentación saludable. 
12. La productividad de los MAAS en H. cornea bajo UVR y altos niveles de N-NH4+, alcanza 
valores de 200 mg MAAs m-2 d-1 siendo los más altos reportados hasta la fecha. Los resultados 
positivos obtenidos en este estudio dejan abierta la posibilidad de realizar ensayos posteriores 
que permitan el diseño de un m odelo más óptimo para el escalado del sistema con fines 
comerciales. 
13. Para H. cornea cultivada en baja disponibilidad de nutrientes, se observó que la ficobiliproteína 
más externa del ficobilisoma (ficoeritrina) se ve afectada bajo estas condiciones, lo cual 
demuestra en H. cornea, que este pigmento puede ser desacoplado del complejo 
supramolecular (ficobilisoma) formando agregados en el citoplasma y sirviendo así de 
reservorio de N. De esta forma, cuando H. cornea se encuentra bajo limitación de este 
nutriente, se produce la degradación de los ficobilisomas empleándose el N contenido en estas 
moléculas para otras prioridades celulares  
14. Los extractos de Gracilariopsis longissima y Hydropuntia cornea no provocan efectos 
citotóxicos sobre las líneas celulares, fibroblastos gingivales HGF y queratinocitos humanos 
inmortalizados (HaCaT) pero si en macrófagos murinos RAW 264.7. 
15. Los extractos de G. longissima y H. cornea inducen activamente la producción de citoquinas 
en macrófagos murinos RAW 264.7. Estos extractos podrían considerarse para estudios y usos 
posteriores en productos nutracéuticos, cosméticos y farmacológicos potenciales que se 
aplicarían cuando fuese necesaria la activación de macrófagos en procesos inflamatorios. Los 
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extractos pueden estimular la respuesta inmune de l as células mediante la inducción de la 
producción de las citoquinas TNF-α e IL-6. 
16. El extracto de H. cornea, sin ser vehiculizado en ningún preparado cosmético, demostró por si 
solo que tiene una alta capacidad de absorción de UVR (80% de UVB, 86% de UVA-II y 56%
de UVA-I) cuando se aplica en una placa de polimetilmetacrilato (PMMA) emulando las 
propiedades fisicoquímicas de la piel y a una concentración de 13.9 mg de PS de alga cm-2.
Esta alta absorción se asocia a su contenido en moléculas fotoprotectoras (MAAs: 5 ± 1.8 mg 
MAAs g-1 PS).
17. Se diseña un filtro biológico basado en el extracto concentrado de H. cornea, extracto de 
Gingko biloba junto con aceite P. pinnata (karanja) y Vitaminas C y E, en un preparado 
cosmético compatible con la “cosmética natural”. Se alcanzan valores de fotoprotección 
prácticamente iguales a los perfiles ideales propuestos por la literatura científica: FPS de 15, 
longitud de onda crítica de 386 nm y UVAFPS de 4.3 además de mostrar una alta capacidad 
antioxidante (10.8 µmol TEAC g-1 crema) y altos valores FAPEB. Por otro lado, el filtro 
biológico junto con filtros químicos de amplio espectro consigue alcanzar un FPS de 25 y 
UVAFPS de 15.3, más altos que con solo el filtro biológico, pero lo más relevante, es que esta 
combinación consigue duplicar la actividad antioxidante que se alcanza solo con filtros 
químicos. 
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Capítulo 1 
Figura S.1.1. Correlación entre la relación C/N y la capacidad antioxidante evaluada mediante los 
métodos ABTS (A), DPPH (B) y BBM C para las 8 especies estudiadas.
Material suplementario 
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Tabla S.1.1. Parámetros estadísticos para las correlaciones encontradas entre la relación C/N y los 
métodos antioxidantes empleados. 
Parámetro estadístico C/N - ABTS C/N - DPPH C/N - DPPH
m (pendiente) 0.39 0.49 0.56
B (intercepto) 1.90 3.24 0.33
r de Pearson 0.73 0.71 0.75
R2 0.54 0.50 0.57
n 8 8 8
p 0.04 0.05 0.03
Material suplementario 
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Figura S.1.2. Correlación entre los distintos métodos antioxidantes empleados. ABTS-DPPH (A), 
ABTS-BBM (B) y DPPH-BBM (C).
Material suplementario 
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Tabla S.1.2. Parámetros estadísticos para las correlaciones encontradas entre los distintos métodos 
antioxidantes empleados. 
Parámetro estadístico ABTS-DPPH ABTS-BBM DPPH-BBM
m (pendiente) 0.63 0.61 0.84
B (intercepto) 0.48 1.56 2.39
r de Pearson 0.86 0.83 0.84
R2 0.74 0.68 0.71
n 36 36 36
p 0.00 0.00 0.00
Material suplementario 
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Capítulo 2 
Figura S.2.1. Cromatogramas obtenidos mediante espectrometría de masas (ESI-MS) para el 
compuesto bromofenólico (3-bromo-4,5-dihidroxifeniletanol sulfato; C8H9BrO6S) encontrados en 
Gracilariopsis longissima (Gl) y Halopithys incurva (Hi).
Material suplementario 
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Tabla S.2.1. ANOVA factorial para los factores tiempo (T: 4, 8, 14 días), luz (L: PAR y PAB), 
cilindro (C: anidado en L) y para la interacción (T x L) en las diferentes variables dependientes para 
Hydropuntia cornea. Los valores de significancia se establecieron en p < 0.05. n = 6 y aparecen 
marcados en negrita.
Variable Fuente de variación g.l. F p PV (%)
Fv/Fm
T 2 0.5 0.66 7.8
L 1 4.4 0.17 67.8
C (L) 4 0.4 0.84 5.4
T x L 2 1.2 0.31 19.0
Residual 26
ETRmax (µmol e- m-2 s-1)
T 2 0.8 0.57 6.8
L 1 0.5 0.55 4.7
C (L) 4 0.4 0.84 3.2
T x L 2 9.5 0.00 85.3
Residual 26
NPQmax (µmol e- m-2 s-1)
T 2 0.0 0.97 0.6
L 1 2.3 0.27 41.0
C (L) 4 2.0 0.12 35.4
T x L 2 1.3 0.29 23.0
Residual 26
αETR
T 2 0.1 0.89 1.4
L 1 0.4 0.59 4.2
C (L) 4 1.8 0.17 18.6
T x L 2 7.2 0.00 75.8
Residual 26
EkETR (µmol fotones m-2 s-1)
T 2 0.7 0.58 17.7
L 1 0.8 0.48 18.6
C (L) 4 0.5 0.72 13.0
T x L 2 2.1 0.15 50.7
Residual 26
Im (µmol fotones m-2 s-1)
T 2 1.4 0.42 19.7
L 1 0.4 0.57 6.4
C (L) 4 0.3 0.90 3.8
T x L 2 4.8 0.02 70.1
Residual 26
αNPQ
T 2 0.3 0.79 6.3
L 1 2.0 0.30 45.0
C (L) 4 0.2 0.95 4.2
T x L 2 1.9 0.17 44.5
Residual 26
C (%)
T 2 16.1 0.06 90.8
L 1 0.1 0.78 0.6
C (L) 4 0.7 0.61 3.9
T x L 2 0.8 0.44 4.8
Residual 26
N (%)
T 2 9.8 0.09 72.9
L 1 0.7 0.48 5.6
C (L) 4 0.5 0.72 3.9
T x L 2 2.4 0.11 17.6
Residual 26
Chla (mg g-1 PS) T 2 0.6 0.62 1.1
L 1 0.0 0.86 0.1
Material suplementario 
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C (L) 4 1.1 0.40 1.9
T x L 2 54.4 0.00 97.0
Residual 26
Carotenoides (mg g-1 PS)
T 2 0.1 0.95 0.3
L 1 15.3 0.06 88.8
C (L) 4 0.7 0.59 4.2
T x L 2 1.2 0.33 6.7
Residual 26
FC (mg g-1 PS)
T 2 11.3 0.08 47.4
L 1 10.6 0.08 44.4
C (L) 4 0.6 0.68 2.4
T x L 2 1.4 0.27 5.8
Residual 26
FE (mg g-1 PS)
T 2 5.9 0.15 36.0
L 1 8.5 0.10 52.0
C (L) 4 0.3 0.86 2.0
T x L 2 1.6 0.21 10.1
Residual 26
Carbohidratos (%)
T 2 0.1 0.89 1.0
L 1 0.5 0.57 3.6
C (L) 4 0.2 0.92 1.8
T x L 2 11.9 0.00 93.6
Residual 26
Lípidos (%)
T 2 0.3 0.75 2.1
L 1 0.3 0.67 1.6
C (L) 4 3.2 0.03 20.7
T x L 2 11.6 0.00 75.5
Residual 26
Proteínas (%)
T 2 0.0 0.97 1.3
L 1 0.5 0.57 17.0
C (L) 4 0.9 0.47 33.9
T x L 2 1.3 0.29 47.8
Residual 26
MAAs totales (mg g-1 PS)
T 2 2.1 0.33 5.5
L 1 31.9 0.03 84.3
C (L) 4 0.5 0.74 1.3
T x L 2 3.4 0.05 9.0
Residual 26
Palythine (%)
T 2 88.9 0.01 80.1
L 1 19.8 0.05 17.9
C (L) 4 2.2 0.13 1.9
T x L 2 0.1 0.87 0.1
Residual 26
Asterina-330 (%)
T 2 0.7 0.60 3.9
L 1 0.2 0.68 1.3
C (L) 4 4.2 0.02 25.0
T x L 2 11.8 0.00 69.8
Residual 26
Palythinol (%)
T 2 16.5 0.06 66.0
L 1 2.2 0.28 8.6
C (L) 4 0.4 0.64 1.8
T x L 2 5.9 0.01 23.5
Residual 26
Shinorine (%) T 2 0.3 0.79 1.9
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L 1 1.5 0.35 10.6
C (L) 4 2.9 0.07 21.1
T x L 2 9.1 0.00 66.4
Residual 26
Porphyra-334 (%)
T 2 4.6 0.18 59.3
L 1 0.2 0.69 2.8
C (L) 4 0.8 0.48 9.7
T x L 2 2.2 0.13 28.3
Residual 26
Compuestos 
fenólicos (mg g-1 PS)
T 2 1.6 0.38 15.1
L 1 1.5 0.34 14.3
C (L) 4 0.4 0.82 3.5
T x L 2 7.3 0.00 67.2
Residual 26
ABTS (µmol TE g-1 PS)
T 2 0.9 0.52 1.0
L 1 3.2 0.22 3.6
C (L) 4 0.7 0.60 0.8
T x L 2 83.6 0.00 94.6
Residual 26
Productividad
de biomasa (g PS m-2 d-1)
T 2 15.2 0.06 88.4
L 1 0.0 0.90 0.1
C (L) 2 0.5 0.66 2.7
T x L 2 1.5 0.33 8.8
Residual 4
Crecimiento (% día-1)
T 2 20.9 0.05 75.4
L 1 5.7 0.14 20.5
C (L) 2 0.3 0.73 1.2
T x L 2 0.8 0.51 2.9
Residual 4
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Tabla S.2.2. ANOVA factorial para los factores tiempo (T: 4, 8, 14 días), luz (L: PAR y PAB), 
cilindro (C: anidado en L) y para la interacción (T x L) en las diferentes variables dependientes para 
Gracilariopsis longissima. Los valores de significancia se establecieron en p < 0.05. n = 6 y aparecen 
marcados en negrita.
Variable Fuente de variación g.l. F p PV (%)
Fv/Fm
T 2 1.8 0.35 47.4
L 1 0.3 0.65 7.4
C (L) 4 0.7 0.59 18.3
T x L 2 1.0 0.37 26.9
Residual 26
ETRmax (µmol e- m-2 s-1)
T 2 43.6 0.02 61.0
L 1 26.4 0.04 37.0
C (L) 4 0.8 0.56 1.1
T x L 2 0.7 0.53 0.9
Residual 26
NPQmax (µmol e- m-2 s-1)
T 2 1.3 0.43 14.5
L 1 5.7 0.14 64.3
C (L) 4 0.2 0.93 2.4
T x L 2 1.7 0.21 18.7
Residual 26
αETR
T 2 6.8 0.13 58.1
L 1 1.4 0.36 11.8
C (L) 4 1.6 0.20 13.6
T x L 2 1.9 0.17 16.5
Residual 26
EkETR (µmol fotones m-2 s-1)
T 2 8.8 0.10 47.5
L 1 5.3 0.15 28.9
C (L) 4 2.1 0.11 11.2
T x L 2 2.3 0.12 12.3
Residual 26
Iopt (µmol fotones m-2 s-1)
T 2 3.4 0.23 61.5
L 1 0.4 0.59 7.1
C (L) 4 0.5 0.75 8.6
T x L 2 1.3 0.30 22.8
Residual 26
αNPQ
T 2 3.1 0.24 42.5
L 1 2.0 0.30 26.9
C (L) 4 1.2 0.33 16.7
T x L 2 1.0 0.38 13.8
Residual 26
C (%)
T 2 10.3 0.09 40.1
L 1 14.4 0.06 55.8
C (L) 4 0.4 0.78 1.7
T x L 2 0.6 0.54 2.4
Residual 26
N (%)
T 2 6.0 0.14 82.3
L 1 0.0 0.89 0.3
C (L) 4 0.9 0.48 12.3
T x L 2 0.4 0.69 5.1
Residual 26
Chla (mg g-1 PS)
T 2 0.7 0.58 10.2
L 1 0.0 0.85 0.6
Material suplementario 
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C (L) 4 0.2 0.96 2.2
T x L 2 6.3 0.01 87.0
Residual 26
Carotenoides (mg g-1 PS)
T 2 11.2 0.08 21.2
L 1 40.9 0.02 77.0
C (L) 4 0.4 0.79 0.8
T x L 2 0.5 0.59 1.0
Residual 26
FC (mg g-1 PS)
T 2 0.4 0.72 0.7
L 1 0.3 0.62 0.6
C (L) 4 0.9 0.45 1.8
T x L 2 50.6 0.00 96.8
Residual 26
FE (mg g-1 PS)
T 2 2.2 0.31 18.1
L 1 8.0 0.11 65.1
C (L) 4 1.0 0.44 7.9
T x L 2 1.1 0.35 8.8
Residual 26
Carbohidratos (%)
T 2 32.7 0.03 79.2
L 1 6.9 0.12 16.8
C (L) 4 0.4 0.83 0.9
T x L 2 1.3 0.29 3.1
Residual 26
Lípidos (%)
T 2 1.4 0.41 20.1
L 1 2.9 0.23 39.9
C (L) 4 0.6 0.66 8.5
T x L 2 2.3 0.12 31.5
Residual 26
Proteínas (%)
T 2 0.5 0.67 3.1
L 1 0.4 0.58 2.7
C (L) 4 0.6 0.66 3.9
T x L 2 14.2 0.00 90.2
Residual 26
MAAs totales (mg g-1 PS)
T 2 1.6 0.39 2.2
L 1 6.7 0.12 9.3
C (L) 4 0.3 0.89 0.4
T x L 2 63.7 0.00 88.2
Residual 26
Palythine (%)
T 2 0.0 0.99 0.0
L 1 0.0 0.90 0.1
C (L) 4 1.8 0.18 5.7
T x L 2 30.3 0.00 94.2
Residual 26
Asterina-330 (%)
T 2 1.2 0.45 3.5
L 1 4.6 0.17 13.1
C (L) 4 0.4 0.70 1.0
T x L 2 28.6 0.00 82.3
Residual 26
Palythinol (%)
T 2 3.0 0.25 2.2
L 1 0.9 0.45 0.6
C (L) 4 3.5 0.04 2.6
T x L 2 127.3 0.00 94.5
Residual 26
Shinorine (%) T 2 4.6 0.18 12.3
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L 1 1.8 0.31 4.9
C (L) 4 0.4 0.69 1.0
T x L 2 30.5 0.00 81.8
Residual 26
Porphyra-334 (%)
T 2 21.1 0.05 74.2
L 1 1.5 0.35 5.2
C (L) 4 0.4 0.66 1.5
T x L 2 5.4 0.01 19.1
Residual 26
Compuestos
fenólicos (mg g-1 PS)
T 2 2.6 0.28 35.4
L 1 1.2 0.39 16.6
C (L) 4 0.6 0.70 7.6
T x L 2 3.0 0.07 40.5
Residual 26
ABTS (µmol TE g-1 PS)
T 2 1.9 0.34 17.9
L 1 4.9 0.16 46.4
C (L) 4 0.1 0.99 0.7
T x L 2 3.7 0.04 35.0
Residual 26
Productividad
de biomasa (g PS m-2 d-1)
T 2 12.6 0.07 62.8
L 1 3.6 0.20 17.9
C (L) 2 0.1 0.95 0.3
T x L 2 3.8 0.12 19.1
Residual 4
Crecimiento (% día-1)
T 2 19.4 0.05 76.3
L 1 1.9 0.30 7.6
C (L) 2 0.1 0.90 0.4
T x L 2 4.0 0.11 15.7
Residual 4
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Tabla S.2.3. ANOVA factorial para los factores tiempo (T: 4, 8, 14 días), luz (L: PAR y PAB), 
cilindro (C: anidado en L) y para la interacción (T x L) en las diferentes variables dependientes para 
Halopithys incurva. Los valores de significancia se establecieron en p < 0.05. n = 6 y aparecen 
marcados en negrita.
Variable Fuente de variación g.l. F p PV (%)
Fv/Fm
T 2 7.1 0.12 28.2
L 1 8.8 0.10 35.0
C (L) 4 6.7 0.00 26.7
T x L 2 2.6 0.10 10.2
Residual 26
ETRmax (µmol e- m-2 s-1)
T 2 2.6 0.28 7.5
L 1 0.3 0.64 0.9
C (L) 4 1.0 0.41 3.0
T x L 2 30.5 0.00 88.7
Residual 26
NPQmax (µmol e- m-2 s-1)
T 2 0.9 0.53 7.5
L 1 3.2 0.21 27.0
C (L) 4 4.3 0.01 35.5
T x L 2 3.6 0.04 29.9
Residual 26
αETR
T 2 0.3 0.75 3.2
L 1 1.5 0.34 14.3
C (L) 4 1.8 0.16 17.2
T x L 2 6.8 0.00 65.2
Residual 26
EkETR (µmol fotones m-2 s-1)
T 2 6.5 0.13 36.9
L 1 6.1 0.13 34.7
C (L) 4 0.4 0.77 2.5
T x L 2 4.6 0.02 25.9
Residual 26
Im (µmol fotones m-2 s-1)
T 2 0.8 0.54 7.9
L 1 2.8 0.23 26.4
C (L) 4 3.7 0.02 34.2
T x L 2 3.4 0.05 31.5
Residual 26
αNPQ
T 2 0.3 0.74 2.6
L 1 5.9 0.14 43.3
C (L) 4 6.1 0.00 44.6
T x L 2 1.3 0.29 9.5
Residual 26
C (%)
T 2 2.1 0.32 23.0
L 1 0.1 0.76 1.3
C (L) 4 0.3 0.87 3.3
T x L 2 6.7 0.00 72.4
Residual 26
N (%)
T 2 5.7 0.15 53.9
L 1 0.3 0.65 2.7
C (L) 4 0.4 0.78 4.2
T x L 2 4.2 0.03 39.3
Residual 26
Chla (mg g-1 PS)
T 2 21.4 0.04 85.6
L 1 1.4 0.36 5.6
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C (L) 4 0.1 0.99 0.2
T x L 2 2.1 0.14 8.6
Residual 26
Carotenoides (mg g-1 PS)
T 2 2.2 0.31 12.7
L 1 0.3 0.65 1.7
C (L) 4 0.2 0.91 1.4
T x L 2 14.5 0.00 84.2
Residual 26
FC (mg g-1 PS)
T 2 437.4 0.00 98.5
L 1 5.4 0.15 1.2
C (L) 4 1.3 0.29 0.3
T x L 2 0.0 0.98 0.0
Residual 26
FE (mg g-1 PS)
T 2 25.3 0.04 92.7
L 1 0.4 0.59 1.5
C (L) 4 1.2 0.32 4.5
T x L 2 0.3 0.71 1.3
Residual 26
Carbohidratos (%)
T 2 0.5 0.69 1.8
L 1 0.3 0.67 1.0
C (L) 4 0.3 0.87 1.3
T x L 2 24.0 0.00 95.9
Residual 26
Lípidos (%)
T 2 6.5 0.13 46.7
L 1 5.2 0.15 37.5
C (L) 4 0.4 0.80 3.0
T x L 2 1.8 0.19 12.9
Residual 26
Proteínas (%)
T 2 1.7 0.37 14.7
L 1 8.5 0.10 72.2
C (L) 4 0.3 0.90 2.3
T x L 2 1.3 0.30 10.8
Residual 26
MAAs totales (mg g-1 PS)
T 2 21.2 0.05 69.9
L 1 2.7 0.24 8.9
C (L) 4 2.3 0.09 7.6
T x L 2 4.1 0.03 13.6
Residual 26
Palythine (%)
T 2 0.4 0.70 4.5
L 1 0.4 0.61 3.8
C (L) 4 4.0 0.03 41.9
T x L 2 4.7 0.02 49.7
Residual 26
Asterina-330 (%)
T 2 159.4 0.01 99.4
L 1 0.0 0.90 0.0
C (L) 4 0.4 0.69 0.2
T x L 2 0.6 0.57 0.4
Residual 26
Palythinol (%)
T 2 0.4 0.71 3.7
L 1 1.3 0.38 11.5
C (L) 4 0.3 0.78 2.3
T x L 2 9.0 0.00 82.4
Residual 26
Shinorine (%) T 2 10.0 0.09 56.8
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L 1 0.1 0.75 0.7
C (L) 4 4.8 0.02 27.5
T x L 2 2.6 0.09 15.0
Residual 26
Porphyra-334 (%)
T 2 - - -
L 1 - - -
C (L) 4 - - -
T x L 2 - - -
Residual 26 - - -
Compuestos
Fenólicos (mg g-1 PS)
T 2 0.1 0.88 0.7
L 1 2.1 0.28 10.4
C (L) 4 0.6 0.69 2.8
T x L 2 17.5 0.00 86.1
Residual 26
ABTS (µmol TE g-1 PS)
T 2 0.2 0.84 1.0
L 1 9.9 0.09 52.0
C (L) 4 0.0 1.00 0.2
T x L 2 8.9 0.00 46.7
Residual 26
Productividad de 
biomasa (g PS m-2 d-1)
T 2 1.0 0.51 0.5
L 1 1.0 0.43 0.5
C (L) 2 5.3 0.08 2.7
T x L 2 192.1 0.00 96.4
Residual 4
Crecimiento (% día-1)
T 2 2.1 0.33 11.8
L 1 3.2 0.21 18.6
C (L) 2 0.8 0.50 4.8
T x L 2 11.3 0.02 64.8
Residual 4
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Capítulo 3
Tabla S.3.1. ANOVA factorial para los efectos de las variables independientes estudiadas. Los 
factores se definieron como: luz (L: PAR y PAB), nutrientes (N: LN y HN), cilindro anidado (C) en 
L x N, y su interacción (L x N) para diferentes variables dependientes evaluadas en Gracilariopsis 
longissima tras 14 días de cultivo. Los valores significativos (p < 0.05) aparecen marcados en negrita. 
n = 6.
Variable Fuente de variación g.l. F p PV (%)
Fv/Fm
L 1 5.4 0.05 54.9
N 1 1.1 0.35 11.2
C (L x N) 4 3.2 0.07 32
L x N 1 0.2 0.68 1.9
Residual 16       
ETRmax (µmol e- m-2 s-1)
 
L 1 12.6 0.02 11.2
N 1 67.6 0.00 60.3
C (L x N) 4 0.1 0.97 0.1
L x N 1 31.8 0.01 28.4
Residual 16
EKETR (µmol fotones m-2 s-1)
 
L 1 9.2 0.04 40.4
N 1 9.4 0.04 41.4
C (L x N) 4 0.5 0.73 2.3
L x N 1 3.6 0.13 15.9
Residual 16
Im (µmol fotones m-2 s-1)
 
L 1 8.1 0.05 28.7
N 1 13.6 0.02 47.9
C (L x N) 4 0.7 0.58 2.6
L x N 1 5.9 0.05 20.8
Residual 16
NPQmax (µmol e- m-2 s-1)
 
L 1 0.1 0.76 0.9
N 1 1.6 0.27 13.3
C (L x N) 4 5.4 0.01 44.7
L x N 1 5 0.09 41.2
Residual 16
Absorptancia
L 1 2.9 0.17 26
N 1 5.9 0.04 53.9
C (L x N) 4 1.4 0.28 12.8
L x N 1 0.8 0.42 7.2
Residual 16
C (mg g-1 PS)
L 1 25.7 0.01 50.3
N 1 15.2 0.02 29.8
C (L x N) 4 1 0.42 2
L x N 1 9.1 0.04 17.8
Residual 16
N (mg g-1 PS)
L 1 134.3 0.00 33.7
N 1 260.1 0.00 65.2
C (L x N) 4 0.2 0.93 0.1
L x N 1 4 0.12 1
Residual 16
C/N L 1 243 0.00 23.4
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N 1 743.4 0.00 71.7
C (L x N) 4 0.1 0.99 0
L x N 1 50.2 0.00 4.8
Residual 16
Chla (mg g-1 PS)
L 1 9.9 0.04 15.3
N 1 54 0.00 83.7
C (L x N) 4 0.5 0.74 0.8
L x N 1 0.1 0.73 0.2
Residual 16
Carotenoides (mg g-1 PS)
L 1 30.8 0.01 71.2
N 1 10.4 0.03 24
C (L x N) 4 0.7 0.63 1.5
L x N 1 1.4 0.30 3.3
Residual 16
FC (mg g-1 PS)
L 1 7.4 0.05 33
N 1 12.2 0.03 54
C (L x N) 4 2.5 0.08 11.1
L x N 1 0.4 0.56 1.8
Residual 16
FE (mg g-1 PS)
L 1 4.6 0.10 11.2
N 1 32.4 0.01 77.9
C (L x N) 4 4.4 0.06 10.7
L x N 1 0.1 0.79 0.2
Residual 16
Compuestos fenólicos (mg g-1 PS)
L 1 35.7 0.00 60.8
N 1 7.9 0.05 13.4
C (L x N) 4 1 0.45 1.7
L x N 1 14.2 0.02 24.2
Residual 16
MAAs (mg g-1 PS)
L 1 54.8 0.00 37.4
N 1 48.3 0.00 32.9
C (L x N) 4 1.8 0.18 1.2
L x N 1 41.8 0.00 28.5
Residual 16
Carbohidratos (mg g-1 PS)
L 1 12.5 0.02 47.7
N 1 12 0.03 45.8
C (L x N) 4 1.2 0.37 4.4
L x N 1 0.5 0.50 2.1
Residual 16
Lípidos (mg g-1 PS)
L 1 27.7 0.01 97.6
N 1 0.2 0.65 0.8
C (L x N) 4 0.3 0.89 1
L x N 1 0.2 0.71 0.6
Residual 16
Proteínas (mg g-1 PS)
L 1 6.4 0.06 10.4
N 1 43.3 0.00 70.4
C (L x N) 4 1.5 0.24 2.5
L x N 1 10.3 0.03 16.7
Residual 16
ABTS (µmol TEAC g-1 PS)
L 1 19 0.01 72
N 1 2.1 0.22 8
C (L x N) 4 0.8 0.53 3.1
L x N 1 4.5 0.10 16.9
Residual 16
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*Viabilidad celular (%)
L 1 110.9 0.00 24.5
N 1 340.5 0.00 75.3
L x N 1 0.9 0.38 0.2
Residual 8
*Viabilidad celular (%). Fue evaluada mediante ANOVA de 2 vías (una réplica por cilindro).
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Capítulo 4
Material suplementario 
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Figura S.4.1. Cromatogramas obtenidos mediante espectrometría de masas (ESI-MS) para los
aminoácidos tipo micosporina (Palythine, Porphyra-334, Asterina-330 y Shinorine) encontrados en 
Gracilariopsis longissima, Hydropuntia cornea y Halopithys incurva.
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Tabla S.4.1. ANOVA multifactorial para los efectos de las variables independientes: factor tiempo 
(T), factor luz [L: interior/invernadero (radiación solar filtrada y exterior (radiación solar)] y
nutrientes [(N: baja disponibilidad (LN) y alta disponibilidad (HN)], cilindro anidado (C) en L x N, y 
sus interacción (T x L x N) para diferentes variables dependientes evaluadas en Hydropuntia cornea
tras 14 días de cultivo. Los valores significativos (p < 0.05) aparecen marcados en negrita. n = 6.
Variable 
Fuente de 
variación
g.l. F p PV (%)
Absorptancia
T 4 2.9 0.34 9.4
L 1 0.1 0.84 0.1
N 1 22.2 0.01 72.6
T*L 4 0.3 0.88 0.9
T*N 4 2.2 0.23 7.1
Anidado(L*N) 8 0.0 1.00 0.0
T*L*N 4 3.0 0.02 9.8
Error 152
Fv/Fm
T 4 5.6 0.03 11.1
L 1 6.3 0.07 12.7
N 1 26.4 0.01 52.9
T*L 4 7.2 0.04 14.4
T*N 4 3.4 0.13 6.9
Anidado(L*N) 8 0.7 0.68 1.4
T*L*N 4 0.3 0.91 0.5
Error 152
ETRmax
(µmol e- m-2 s-1)
T 4 5.1 0.05 6.4
L 1 0.5 0.54 0.6
N 1 58.6 0.00 74.3
T*L 4 8.7 0.03 11.0
T*N 4 3.2 0.14 4.0
Anidado(L*N) 8 2.7 0.01 3.4
T*L*N 4 0.2 0.92 0.3
Error 152
NPQmax
(µmol e- m-2 s-1)
T 4 3.3 0.38 1.5
L 1 1.0 0.38 0.4
N 1 204.5 0.00 96.3
T*L 4 1.6 0.33 0.7
T*N 4 0.4 0.81 0.2
Anidado(L*N) 8 0.9 0.50 0.4
T*L*N 4 0.7 0.61 0.3
Error 152
ETR/NPQ
T 4 5.0 0.11 5.1
L 1 0.1 0.75 0.1
N 1 87.2 0.00 88.7
T*L 4 1.7 0.31 1.7
T*N 4 1.4 0.38 1.4
Anidado(L*N) 8 2.0 0.05 2.0
T*L*N 4 1.0 0.43 1.0
Error 152
αETR
T 4 5.7 0.03 23.5
L 1 0.0 0.98 0.0
N 1 9.0 0.04 36.8
T*L 4 4.3 0.09 17.7
T*N 4 3.9 0.11 15.8
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Anidado(L*N) 8 1.0 0.41 4.2
T*L*N 4 0.5 0.73 2.1
Error 152
EkETR
(µmol fotones m-2 s-1)
T 4 0.8 0.59 4.6
L 1 0.9 0.39 5.5
N 1 2.8 0.17 16.7
T*L 4 3.1 0.15 18.9
T*N 4 5.1 0.07 30.9
Anidado(L*N) 8 3.4 0.00 20.5
T*L*N 4 0.5 0.75 2.9
Error 152
αNPQ
T 4
L 1 10.9 0.03 8.5
N 1 113.1 0.00 88.3
T*L 4 0.4 0.83 0.3
T*N 4 0.3 0.88 0.2
Anidado(L*N) 8 0.2 0.99 0.1
T*L*N 4 3.3 0.01 2.6
Error 152
EkNPQ
(µmol fotones m-2 s-1)
T 4 5.6 0.81 21.8
L 1 0.1 0.82 0.2
N 1 15.0 0.02 58.0
T*L 4 0.4 0.79 1.6
T*N 4 0.8 0.59 3.1
Anidado(L*N) 8 0.1 1.00 0.3
T*L*N 4 3.9 0.01 15.0
Error 152
NUE (%)
T 4 3.3 0.13 4.9
L 1 1.9 0.24 2.8
N 1 44.3 0.00 65.4
T*L 4 1.7 0.31 2.5
T*N 4 14.7 0.01 21.7
Anidado(L*N) 8 0.1 1.00 0.1
T*L*N 4 1.8 0.14 2.6
Error 152
NUR
(mmol m-2 h-1)
T 4 11.2 0.15 17.8
L 1 10.5 0.03 16.7
N 1 35.8 0.00 56.7
T*L 4 0.3 0.84 0.5
T*N 4 2.0 0.26 3.1
Anidado(L*N) 8 0.9 0.53 1.4
T*L*N 4 2.4 0.05 3.8
Error 152
Productividad de C 
(g m-2 d-1)
T 1
L 1 6.3 0.24 3.5
N 1 172.7 0.05 94.7
T*L 1 0.0 0.91 0.0
T*N 1 0.0 0.94 0.0
Anidado(L*N) 8 1.4 0.31 0.8
T*L*N 1 1.9 0.21 1.0
Error 8
Productividad de N 
(g m-2 d-1)
T 1 7.3 0.48 1.3
L 1 0.5 0.61 0.1
N 1 566.7 0.03 97.8
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T*L 1 1.2 0.48 0.2
T*N 1 0.9 0.52 0.2
Anidado(L*N) 8 2.8 0.09 0.5
T*L*N 1 0.2 0.67 0.0
Error 8
PF/PS
T 4 0.3 0.85 2.3
L 1 2.7 0.18 18.8
N 1 3.7 0.13 26.1
T*L 4 1.3 0.40 9.2
T*N 4 1.9 0.27 13.5
Anidado(L*N) 8 0.3 0.97 2.0
T*L*N 4 4.0 0.00 28.1
Error 152
Humedad (%)
T 4 0.6 0.71 4.3
L 1 2.8 0.17 20.8
N 1 3.6 0.13 26.4
T*L 4 1.2 0.42 9.2
T*N 4 1.2 0.44 8.6
Anidado(L*N) 8 0.3 0.95 2.5
T*L*N 4 3.8 0.01 28.2
Error 152
Cenizas (%)
T 4 0.8 0.58 3.4
L 1 0.4 0.58 1.5
N 1 10.2 0.03 43.4
T*L 4 4.8 0.08 20.3
T*N 4 1.6 0.33 6.8
Anidado(L*N) 8 0.8 0.58 3.5
T*L*N 4 5.0 0.00 21.1
Error 152
Materia orgánica (%)
T 4 0.2 0.91 1.5
L 1 3.0 0.16 19.1
N 1 0.3 0.60 2.0
T*L 4 3.1 0.15 19.9
T*N 4 4.2 0.10 27.2
Anidado(L*N) 8 0.3 0.96 2.0
T*L*N 4 4.4 0.00 28.2
Error 152
S/V
T 4 1.7 0.54 0.2
L 1 11.1 0.04 1.2
N 1 894.0 0.00 97.9
T*L 4 2.2 0.26 0.2
T*N 4 0.0 1.00 0.0
Anidado(L*N) 8 0.2 0.98 0.0
T*L*N 4 4.3 0.01 0.5
Error 152
Crecimiento
(% día-1)
T 4 4.5 0.09 32.4
L 1 0.4 0.59 2.5
N 1 1.4 0.31 10.0
T*L 4 1.3 0.40 9.4
T*N 4 4.1 0.10 29.4
Anidado(L*N) 8 1.1 0.41 7.7
T*L*N 4 1.2 0.32 8.8
Error 32
Productividad de Biomasa T 4 11.2 0.16 66.9
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(g PS m-2 d-1) L 1 1.9 0.24 11.2
N 1 0.1 0.82 0.4
T*L 4 1.0 0.52 5.7
T*N 4 1.0 0.48 6.3
Anidado(L*N) 8 0.5 0.86 2.8
T*L*N 4 1.1 0.36 6.8
Error 32
C (%)
T 4 3.1 0.42 18.5
L 1 7.7 0.22 45.4
N 1 0.1 0.80 0.6
T*L 4 0.1 0.84 0.4
T*N 4 4.8 0.27 28.7
Anidado(L*N) 8 0.3 0.96 1.6
T*L*N 4 0.8 0.40 4.8
Error 32
N (%)
T 4 37.4 0.78 54.5
L 1 3.1 0.33 4.5
N 1 10.7 0.19 15.6
T*L 4 0.1 0.85 0.1
T*N 4 1.4 0.45 2.0
Anidado(L*N) 8 1.0 0.50 1.5
T*L*N 4 15.0 0.00 21.9
Error 32
C/N
T 4 3.4 0.32 13.7
L 1 0.1 0.78 0.5
N 1 4.0 0.30 16.0
T*L 4 0.9 0.52 3.4
T*N 4 14.4 0.16 58.0
Anidado(L*N) 8 0.9 0.58 3.5
T*L*N 4 1.2 0.30 4.9
Error 32
Compuestos fenólicos 
(mg g-1 PS)
T 4 6.5 0.13 41.3
L 1 3.8 0.12 23.8
N 1 0.0 0.98 0.0
T*L 4 1.0 0.52 6.1
T*N 4 1.6 0.34 9.8
Anidado(L*N) 4 1.4 0.24 8.8
T*L*N 4 1.6 0.17 10.3
Error 96
ABTS 
(µmol TEAC g-1 PS)
T 4 6.9 0.03 32.0
L 1 1.3 0.32 5.9
N 1 7.1 0.05 32.7
T*L 4 2.2 0.24 10.0
T*N 4 3.0 0.16 13.7
Anidado(L*N) 4 0.5 0.72 2.4
T*L*N 4 0.7 0.59 3.3
Error 96
Chla
(µg g-1 PS)
T 4 42.5 0.00 17.6
L 1 19.6 0.00 8.1
N 1 165.7 0.00 68.6
T*L 4 4.7 0.00 1.9
T*N 4 7.4 0.00 3.0
Anidado(L*N) 4 0.4 0.79 0.2
T*L*N 4 1.2 0.32 0.5
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Error 96
Carotenoides 
(µg g-1 PS)
T 4 4.2 0.05 9.4
L 1 4.8 0.09 10.8
N 1 21.8 0.01 48.7
T*L 4 4.8 0.08 10.6
T*N 4 7.7 0.04 17.1
Anidado(L*N) 4 0.4 0.80 0.9
T*L*N 4 1.1 0.37 2.4
Error 96
FC (mg g-1 PS)
T 4 5.5 0.00 58.7
L 1 0.5 0.48 5.2
N 1 0.0 0.86 0.3
T*L 4 2.0 0.10 21.2
T*N 4 0.2 0.92 2.5
Anidado(L*N) 4 0.8 0.53 8.4
T*L*N 4 0.3 0.85 3.6
Error 96
FE (mg g-1 PS)
T 4 11.5 0.00 32.3
L 1 3.6 0.06 10.2
N 1 12.8 0.00 36.0
T*L 4 6.2 0.00 17.3
T*N 4 0.4 0.84 1.0
Anidado(L*N) 4 0.8 0.56 2.1
T*L*N 4 0.4 0.82 1.1
Error 96
Proteínas (%)
T 4 14.4 0.16 34.2
L 1 1.3 0.31 3.2
N 1 21.5 0.01 51.4
T*L 4 1.6 0.33 3.9
T*N 4 0.4 0.78 1.1
Anidado(L*N) 4 0.2 0.96 0.4
T*L*N 4 2.5 0.05 5.9
Error 96
Carbohidratos (%)
T 4
L 1 8.9 0.04 66.2
N 1 1.5 0.29 10.8
T*L 4 0.3 0.86 2.3
T*N 4 0.6 0.68 4.6
Anidado(L*N) 4 0.4 0.81 2.9
T*L*N 4 1.8 0.14 13.1
Error 96
Lípidos (%)
T 4 5.1 0.22 37.5
L 1 2.5 0.19 18.2
N 1 2.3 0.21 16.8
T*L 4 1.4 0.37 10.6
T*N 4 0.8 0.60 5.7
Anidado(L*N) 4 0.4 0.81 3.0
T*L*N 4 1.1 0.35 8.3
Error 96
MAAs (mg g-1 PS)
T 4 11.8 0.02 16.2
L 1 43.0 0.00 58.7
N 1 10.1 0.03 13.8
T*L 4 1.1 0.46 1.5
T*N 4 4.5 0.09 6.2
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Anidado(L*N) 4 1.4 0.25 1.9
T*L*N 4 1.3 0.28 1.8
Error 96
Productividad de MAAs 
(g PS m-2 d-1)
T 4 2.0 0.26 1.4
L 1 91.2 0.00 64.5
N 1 8.2 0.05 5.8
T*L 4 1.2 0.44 0.8
T*N 4 10.0 0.02 7.1
Anidado(L*N) 8 2.2 0.06 1.5
T*L*N 4 5.2 0.00 3.7
Error 32
Ácidos grasos 
saturados (%)
T 1 94.5 0.08 28.0
L 1 0.8 0.53 0.2
N 1 224.9 0.04 66.5
T*L 1 16.6 0.15 4.9
T*N 1 0.0 0.96 0.0
Anidado(L*N) 8 0.9 0.57 0.3
T*L*N 1 0.3 0.58 0.1
Error 6
Ácidos grasos 
monoiinsaturados (%)
T 1
L 1 0.4 0.66 7.8
N 1 1.6 0.42 35.8
T*L 1 0.1 0.79 2.5
T*N 1 0.0 0.92 0.3
Anidado(L*N) 8 0.5 0.85 10.2
T*L*N 1 2.0 0.20 43.3
Error 6
Ácidos grasos 
poliinsaturados (%)
T 1 51.9 0.08 15.4
L 1 0.8 0.53 0.2
N 1 2.7 0.35 0.8
T*L 1 268.1 0.04 79.7
T*N 1 11.9 0.18 3.5
Anidado(L*N) 8 0.9 0.57 0.3
T*L*N 1 0.0 0.88 0.0
Error 6
Omega-3 (%)
T 1 0.3 0.66 0.1
L 1 98.5 0.06 35.7
N 1 0.2 0.72 0.1
T*L 1 0.5 0.61 0.2
T*N 1 172.5 0.05 62.6
Anidado(L*N) 8 3.5 0.05 1.3
T*L*N 1 0.1 0.75 0.0
Error 6
Omega-6 (%)
T 1 52.0 0.08 14.4
L 1 0.9 0.52 0.2
N 1 5.2 0.26 1.4
T*L 1 297.1 0.04 82.1
T*N 1 5.6 0.25 1.6
Anidado(L*N) 8 0.9 0.53 0.3
T*L*N 1 0.0 0.88 0.0
Error 6
Omega-9 (%)
T 1
L 1 0.1 0.84 2.3
N 1 0.2 0.72 7.5
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T*L 1 0.2 0.71 8.2
T*N 1 0.2 0.75 5.8
Anidado(L*N) 8 0.4 0.87 15.2
T*L*N 1 1.7 0.23 61.0
Error 6
Omega-6/Omega-3
T 1 6.5 0.16 30.5
L 1 1.1 0.48 5.4
N 1 0.6 0.58 2.9
T*L 1 4.0 0.30 18.6
T*N 1 7.0 0.23 33.0
Anidado(L*N) 8 1.0 0.47 4.9
T*L*N 1 1.0 0.35 4.7
Error 6
CAT (U mg-1 TSP)
T 1 0.0
L 1 3.0 0.33 3.7
N 1 75.2 0.07 93.5
T*L 1 0.3 0.67 0.4
T*N 1 0.0 0.97 0.0
Anidado(L*N) 4 0.1 0.97 0.2
T*L*N 1 1.8 0.19 2.2
Error 36
SOD (U mg-1 TSP)
T 1 45.5 0.89 81.7
L 1 0.5 0.61 0.9
N 1 5.5 0.26 9.8
T*L 1 1.1 0.49 2.0
T*N 1 0.2 0.76 0.3
Anidado(L*N) 4 0.6 0.66 1.1
T*L*N 1 2.4 0.13 4.3
Error 36
POX (U mg-1 TSP)
T 1 12.7 0.24 55.8
L 1 5.1 0.27 22.4
N 1 0.1 0.83 0.3
T*L 1 1.5 0.44 6.4
T*N 1 1.6 0.43 6.9
Anidado(L*N) 4 0.9 0.49 3.8
T*L*N 1 1.0 0.33 4.3
Error 36
APX (U mg-1 TSP)
T 1 0.5 0.65 5.2
L 1 0.1 0.80 1.1
N 1 0.3 0.66 3.4
T*L 1 4.2 0.29 41.5
T*N 1 0.3 0.70 2.6
Anidado(L*N) 4 1.3 0.29 13.0
T*L*N 1 3.4 0.05 33.3
Error 36
GR (U mg-1 TSP)
T 1 0.0
L 1 7.6 0.22 25.9
N 1 14.6 0.16 49.9
T*L 1 0.2 0.73 0.7
T*N 1 0.0 0.88 0.1
Anidado(L*N) 4 1.5 0.24 5.0
T*L*N 1 5.4 0.03 18.4
Error 36
GPX (U mg-1 TSP) T 1 0.0
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L 1 1.6 0.35 9.5
N 1 0.7 0.56 3.9
T*L 1 0.0 0.90 0.1
T*N 1 0.3 0.69 1.7
Anidado(L*N) 4 0.6 0.65 3.7
T*L*N 1 13.9 0.00 81.1
Error 36
Y(II)
(a 317 µmol)
T 1 1.5 0.54 14.9
L 1 0.4 0.65 3.8
N 1 2.9 0.34 29.4
T*L 1 2.5 0.36 25.9
T*N 1 0.5 0.60 5.3
Anidado(L*N) 8 0.8 0.64 7.9
T*L*N 1 1.3 0.30 12.8
Error 8
Y(NO)
(a 317 µmol)
T 1
L 1 11.0 0.19 62.2
N 1 2.7 0.35 15.4
T*L 1 0.4 0.65 2.2
T*N 1 0.4 0.63 2.5
Anidado(L*N) 8 1.1 0.45 6.3
T*L*N 1 2.0 0.19 11.5
Error 8
Y(NPQ)
(a 317 µmol)
T 1
L 1 1.6 0.43 5.4
N 1 20.8 0.14 71.3
T*L 1 0.8 0.53 2.9
T*N 1 0.1 0.84 0.2
Anidado(L*N) 8 0.6 0.75 2.1
T*L*N 1 5.3 0.05 18.1
Error 8
Y(II)
(a 317 µmol)
T 1 0.8 0.56 0.8
L 1 0.0 0.94 0.0
N 1 81.8 0.07 86.6
T*L 1 10.2 0.19 10.8
T*N 1 0.1 0.78 0.1
Anidado(L*N) 8 0.9 0.56 1.0
T*L*N 1 0.6 0.48 0.6
Error 8
Y(NO)
(a 317 µmol)
T 1
L 1 12.1 0.18 53.2
N 1 7.3 0.23 31.6
T*L 1 0.3 0.68 1.3
T*N 1 0.1 0.78 0.6
Anidado(L*N) 8 0.9 0.57 3.9
T*L*N 1 2.2 0.18 9.5
Error 8
Y(NPQ)
(a 317 µmol)
T 1
L 1 6.7 0.23 34.9
N 1 9.0 0.20 46.9
T*L 1 0.6 0.59 3.0
T*N 1 0.2 0.75 0.9
Anidado(L*N) 8 0.8 0.62 4.2
T*L*N 1 2.0 0.20 10.2
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Capítulo 6
Figura S.6.1. Correlación entre el Factor de Protección Solar (FPS), el Factor de Protección frente a 
Efectos Biológicos (FAPEB), tanto de UVB (A) como de UVA (B) y la dosis acumulativa de 
quemaduras visibles (ASD %) (C). 
Tabla S.6.1. Matriz de correlación entre los parámetros de f otoprotección estudiados para los 
productos cosméticos (n = 14)
FPS UVA
FPS
FPS/UVA
FPS
λc ASD (%) FAPEB
UVB
FAPEB
UVA
FAPEB
UVB
/FPS FAPEB
UVA
/UVA
FPS
FPS 0.88** -0.57** -0.15 -0.61** 0.99** 0.96** 0.81** -0.71**
UVAFPS -0.72** -0.04 -0.59** 0.92** 0.87** 0.60** -0.78**
FPS/UVA
FPS -0.35 0.38 -0.60** -0.64** -0.27 0.97**
λc -0.16 -0.13 -0.12 -0.26 -0.28
ASD (%) -0.61** -0.68** -0.30 0.43
FAPEB
UVB 0.93** 0.78** -0.72**
FAPEB
UVA 0.77** -0.76**
FAPEBUVB / FPS -0.42
FAPEBUVA / UVAFPS
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